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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
AMX         amoksicilin 
AOP          advanced oxidation process 
BPK5        biokemijska potreba po kisiku v petih dneh [mg/L] 
EC            efektivna koncentracija [mg/L] 
EDCs        enodkrini motilci (angl. Endocrine Disrupting Chemicals) 
FAS          železov amonijev sulfat 
FLU          flumequine 
IC             anorganski ogljik [mg/L] 
k               kinetična konstanta reakcij [L mol-1 s-1] 
KPK         kemijska potreba po kisiku [mg/L] 
LC            letalna koncentracija [mg/L] 
LOEC    najmanjša koncentracija snovi, pri kateri opazimo razlike med testirano in 
kontrolno skupino organizmov (angl. Lowest Observed Effect Concentration) 
NOEC      koncentracija pri kateri ne opazimo nobenega efekta na organizme (angl. No 
Observed Effect Concentration) 
NOP         napredni oksidacijski postopki    
OECD    Organizacija za gospodarsko sodelovanje in razvoj (angl. Organisation for 
Economic Cooperation and Development) 
PPCPs      farmacevtskimi izdelki (angl. Pharmaceutical and Personal Care Products) 
PPG          prokain penicilin G 
SMX         sulfameksazol 
TC            celotni ogljik [mg/L] 
TOC         celotni organski ogljik [mg/L] 
UV            ultravijolično  























Ovrednotenje strupenosti farmacevtske učinkovine po 
Fentonovi oksidaciji in ozonaciji 
Povzetek 
V magistrskem delu smo s Fentonovo oksidacijo in kontinuirno ozonacijo oksidirali 
modelno farmacevtsko učinkovino (vankomicin) in določili njeno strupenost. Delali 
smo akutne strupenostne teste z vodnimi bolhami Daphnia magna. Fentonovo 
oksidacijo smo vedno izvajali po istem postopku, spreminjali smo le dodatek 
vodikovega peroksida. Ugotovili smo, da se strupenost po Fentonovi oksidaciji 
zmanjšuje z višanjem dodatka vodikovega peroksida. Inhibicija gibljivosti vodnih bolh 
pri tem pade iz 100 % na 5 %.  Pri ozonaciji smo želeli ugotoviti, kako čas ozonacije 
vpliva na strupenost. Izkazalo se je, da so bili vsi vzorci po ozonaciji nestrupeni. 
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Evaluation of toxicity of a pharmaceutical ingredient after 
Fenton oxidation and ozonation 
 
Abstract 
In the master's thesis we performed Fenton oxidation and continuous ozonation of 
model pharmaceutical ingredient (vancomycin) and determined its toxicity. We carry 
out acute toxicity tests with water flea Daphnia magna. Fenton oxidation was always 
carried out according to the same procedure, only hydrogen peroxide addition was 
changed. Our results showed that toxicity after Fenton oxidation decreased with 
increasing hydrogen peroxide addition. The inhibition of mobility of water flea falls 
from 100 % to 5 %. In ozonation we wanted to find out how the time of ozonation 
affects toxicity. It turned out that all the samples were non-toxic after ozonation. Only 
























1. Namen dela 
 
Namen magistrskega dela je bil ovrednotiti strupenost modelne farmacevtske 
učinkovine (vankomicina) po Fentonovi oksidaciji in ozonaciji. To sta napredna 
oksidacijska postopka, ki se uporabljata za čiščenje odpadnih vod. Fentonova oksidacija 
temelji na tvorbi hidroksilnih radikalov, ki nastanejo po dodatku Fe2+ soli in H2O2 v 
kislem mediju. Ozonacija je proces pri katerem ozon oksidira onesnaženje. Ozon je 
močen oksidant, je nestabilen in zelo reaktiven. Pri določenih pogojih ozonacije 
nastajajo tudi hidroksilni radikali. Ti imajo visok oksidacijski potencial, so zelo 
reaktivni in neselektivni. Prav njihova neselektivnost vodi do oksidacije različnih 
organskih snovi in nastajanja med-produktov, ki so lahko bolj nevarni kot izhodna snov. 

































Zraven drugih farmacevtskih učinkovin, predstavljajo antibiotiki velik okoljski 
problem. So široko uporabni za zdravljenje ljudi in živali, zato jih najdemo tudi v 
komunalnih odpadnih vodah. Problem nastane, ko se antibiotiki začnejo pogosto 
pojavljati v okolju, saj se takrat razvije bakterijska odpornost in antibiotik na te 
bakterije več ne deluje. Znanih je veliko konvencionalnih kemijskih in bioloških metod 
za čiščenje farmacevtskih in komunalnih odpadnih vod, ki pa pri tem niso tako uspešne. 
Zato je bilo potrebno razviti nove metode za odstranjevanje organskih onesnaževal iz 
odpadnih vod. Tako so se v letih 1980 pojavili Napredni oksidacijski procesi (NOP), ki 
so zdaj v pogosti uporabi za čiščenje farmacevtskih odpadnih vod [1, 2]. 
 
2.1. Napredni oksidacijski procesi  
 
Napredni oksidacijski procesi (NOP), po angleško Advanced Oxidation Processes 
(AOPs), so namenjeni odstranjevanju organskih onesnaževal iz odpadnih vod. Pri teh 
procesih nastajajo hidroksilni radikali, ki oksidirajo številne organske snovi do 
ogljikovega dioksida in vode. Lahko se uporabljajo tudi za pred-čiščenje odpadnih vod, 
z namenom delnega znižanja organskega onesnaženja in strupenosti, hkrati pa za 
povečevanje biorazgradljivosti. Takšne delno očiščene odpadne vode se potem nadalje 
očisti po konvencionalnih in bioloških postopkih [3]. NOP se najpogosteje uporabljajo 
pri čiščenju odpadnih vod, ki vsebujejo težko razgradljiva onesnaževala, kot so različni 
herbicidi, insekticidi, enodkrini motilci (EDCs), barvila, farmacevtski izdelki (PPCPs) 
in izdelki za osebno nego [4]. 
Metode vključujejo in situ proizvodnjo prostih radikalov, najpogosteje hidroksilnih 
radikalov. Prosti radikali so atomi ali molekule, ki so sposobni samostojnega obstoja in 
imajo v lasti enega ali dva neparna elektrona, kot so superoksidni radikal (O2•−), 
hidroperoksilni radikal (HO2•), hidroksilni radikal (•OH) in  aloksilni radikal (RO•) [3]. 
Preglednica 1 prikazuje oksidacijske potenciale nekaterih najmočnejših oksidantov, med 











Preglednica 1: Oksidacijski potenciali [5]  
Oksidant Potencial E° [V, 25 °C] 
Fluorid 3,06 
Hidroksilni radikal 2,80 
Atomarni kisik 2,42 
Ozon 2,07 
Vodikov peroksid 1,78 
Permanganat 1,68 




Zaradi visokega oksidacijskega potenciala so hidroksilni radikali najpogosteje 
uporabljeni radikali pri NOP. Njihov oksidacijskih potencial je zelo visok (preglednica 
1), zato so zelo reaktivni [6]. S tarčno molekulo reagirajo s konstanto reakcijske hitrosti 
med 107 in 1010 L mol-1 s-1. Hidroksilni radikali so neselektivni oksidanti, ki reagirajo z 
organskimi komponentami z elektrofilno adicijo OH spojine, z odvzemom vodikovega 
atoma in s prenosom elektronov, kot prikazujejo naslednje tri reakcije (reakcija /1/, 
reakcija /2/, reakcija /3/): 
•OH + R → ROH                                               /1/ 
•OH + RH → •R + H2O                                     /2/ 
•OH + RX → RX•+ + - OH                                 /3/ 
Reakciji /1/ in /2/ sta ekstremno hitri in kot rezultat dajeta novo oksidirane med-
produkte z nižjimi molekulskimi masami ali, v primeru popolne mineralizacije, ogljikov 
dioksid in vodo. Reakcije prenosov elektronov, kot prikazuje reakcija /3/ so manj 
pogoste [7]. 
Hidroksilni radikali so lahko proizvedeni na več različnih načinov. Najpogosteje so 
tvorjeni iz kombinacij oksidantov (H2O2 in O3), s pomočjo UV in s katalizo (v 















Ozon je prvi odkril Nemški kemik Van Marum, ki je med eksperimenti z elektriko 
zaznal poseben vonj, ki ga je pripisal reakcijam z elektriko. Desetletje pozneje, v letu 
1840, je  Schönbein prepoznal ta isti karakteristični vonj in plin poimenoval ozon. Ime 
ozon iz izhaja iz Grške besede ozein, ki pomeni smrdeti [8]. 
Molekula ozona je alotropna modifikacija kisika, ki je sestavljena iz treh negativno 
nabitih kisikovih atomov [9]. Njegova strukturna formula je prikazana na sliki 1, nahaja 
se v dveh resonančnih oblikah. Ozon je polarna molekula, reagira zelo selektivno in je 
elektrofilen. Pri standardnih pogojih je v plinasti obliki, je bledo modre barve in ima 
značilen vonj. Vrelišče ima pri temperaturi -112 °C. Je dober oksidant, njegov 
oksidacijski potencial pri 25 °C je 2,07 V. Ozon je precej nestabilen v vodnih 
raztopinah, njegov razpolovni čas je 20 min. V zraku je bolj stabilen, saj je njegov 
razpolovni čas 12 h [10].  
 
 
Slika 1: Struktura ozona [10]. 
Uporaba ozonacije 
Prvi generator ozona je bil narejen pred približno 150 leti. Raziskovali so možne 
aplikacije ozonacije pri čiščenju odpadnih vod in pri pripravi pitnih vod [11]. Ozonacija 
je danes široko uporabna pri pripravi pitnih vod, zaradi dobrih oksidacijskih in 
dezinfekcijskih lastnosti ozona. Lahko se uporablja kot pred-oksidacija, vmesna 
oksidacija ali kot končna dezinfekcija. Običajno se uporablja kot pred-oksidacija [12]. 
Pri odpadnih vodah je ozonacija široko uporabna, primerna je za skoraj vse odpadne 
vode [11]. Uporablja se pri čiščenju komunalnih odpadnih vod, industrijskih odpadnih 
vod, onesnaženih podzemnih vod, pri ravnanju z vodo v bazenih in drugje. Pogosto se 
uporablja v papirni industriji, industriji z barvili, za dezinfekcijo industrijskih vod, pri 
odpadnih cianidnih vodah, za odstranjevanje težkih kovin in fenolov [13]. 
 





Reakcijski mehanizem ozonacije 
Ozon lahko direktno ali indirektno reagira z onesnaževalom. Pri obeh mehanizmih 
nastajajo različni oksidacijski produkti, ki so opisani v nadaljevanju.  
1. Indirektni reakcijski mehanizem 
Temelji na tem, da se z razpadom ozona tvorijo sekundarni oksidanti, kot so hidroksilni 
radikali. Ta mehanizem je zelo kompleksen in je odvisen od pogojev ozonacije. Proces 
je razdeljen v tri dele, ki so prikazani spodaj. 
Začetni korak 
Reakcija /4/ prikazuje začetni korak – razpad ozona, ki ga pospešijo hidroksilni ioni. Pri 
tem nastane superkisikov anionski radikal in en hidroperoksilni radikal HO2•, ki je v 
kislo-bazičnem ravnotežju (reakcija /5/).  
O3 + OH
- → O2•- + HO2•    k = 70 L mol-1 s-1               /4/ 
•OH2  ↔ O2•- + H+   pKa = 4,8                                   /5/ 
Radikalska veriga  
V reakciji /6/ se med ozonom in superoksidnim anionskim radikalom tvori ozonoidni 
anionski radikal (O3•-), ki je v ravnotežju z HO3• (reakcija /7/). 
O3 + O2•- → O3•- + O2    k = 1,6·109 L mol-1 s-1             /6/ 
HO3• ↔ O3•- + H+    pKa = 6,2                                       /7/ 
HO3• takoj razpade na hidroksilni radikal in kisik, kot prikazuje reakcija /8/.  
HO3• → •OH + O2   k = 1,1· 108 L mol-1 s-1                     /8/ 
Hidroksilni radikali in ozon reagirata ter tvorita HO4• (reakcija /9/). 
•OH + O3 → HO4•    k = 2,0· 109 L mol-1 s-1                     /9/ 
HO4• → O2 + HO2•    k = 2,8· 104 L mol-1 s-1                     /10/ 
V reakciji /10/ HO4• razpade na kisik in hidroperoksilni radikal, s tem se lahko verižna 
reakcija /4/ ponovi. Snovi, ki pretvorijo hidroksilne radikale v superoksidne radikale 
O2•-ali HO2• pospešijo verižno reakcijo. Imajo vlogo verižnih prenašalcev in so tako 
imenovani pospeševalci.  
Tudi organske molekule (R) so lahko pospeševalci. Nekatere vsebujejo funkcionalne 
skupine, ki reagirajo s hidroksilnimi radikali in tvorijo organske radikale (R•), kot 
prikazuje reakcija /11/. 





H2R + •OH → HR• + H2O                                                   /11/ 
Zaključni korak 
Nekateri organski in anorganski substrati reagirajo s hidroksilnimi radikali in tvorijo 
sekundarne radikal, ki pa ne tvorijo O2•- ali HO2•. To so inhibitorji, ki v splošnem 
končajo verižno reakcijo in inhibirajo razpad ozona. Primer tega sta reakciji /12/ in /13/. 
•OH + CO32- → OH- + CO3•-   k = 4,2· 108 L mol-1 s-1              /12/ 
•OH + HCO3- → OH- + HCO3•  k = 1,5· 107 L mol-1 s-1             /13/ 
Do prekinitve lahko pride tudi z reakcijo med dvema radikaloma, kot prikazuje reakcija 
/14/. 
•OH  + HO2• → O2 + H2O   k = 3,7· 1010 L mol-1 s-1            /14/ 
Reakcija /15/ je skupek reakcij od /4/ do /10/ in prikazuje, da lahko tri molekule ozona 
tvorijo dva hidroksilna radikala. 
3 O3 + OH
- + H+ → 2 •OH  + 4 O2                                     /15/ 
 
2. Direktni reakcijski mehanizem 
Direktna oksidacija organskih spojin (organska spojina in O3) je selektivna reakcija. 
Ima nizko reakcijsko hitrost, konstanta reakcijske hitrosti (k) je običajno med 1,0 - 103 
L mol-1 s-1. Molekula ozona reagira z nenasičeno vezjo, zaradi njene dipolarne strukture, 
in vodi v razcep vezi. Tak mehanizem se imenuje  Criegee mehanizem, razvit je bil za 
ne vodne raztopine [11]. Shema mehanizma je prikazana na sliki 2. 
 
Slika 2: Criegee mehanizem [14]. 
Direktna ozonacija je pomembna, če je inhibirana radikalska oziroma indirektna 
reakcija. Torej v primeru, ko v odpadni vodi ni dovolj spojin, ki bi sprožile verižno 





reakcijo (ni iniciatorjev) ali pa vsebuje preveč inhibitorjev, ki prekinejo verižno 
reakcijo.  
V kislih pogojih (pH < 4) običajno prevladuje direktni mehanizem, pri pH = 10 pa 
indirektni. Pri podzemnih in površinskih sta pri pH ≈ 7 pomembna oba mehanizma. Pri 
posebnih odpadnih vodah je lahko tudi pri pH = 2 pomembna indirektna oksidacija, 
odvisno je predvsem od tega kakšna onesnaževala so v odpadih vodah [11].  
Prednosti in slabosti ozonacije  
Ena izmed prednosti ozonacije je to, da je uporabna v širokem pH območju. Ozon hitro 
reagira z bakterijami in virusi ter ima močnejše dezinfekcijske sposobnosti kot klor. Ima 
torej dobre oksidacijske sposobnosti in kratek reakcijski čas. Pri ozonaciji vode se poleg 
ozona ne dodaja več nobenih kemikalij. Ozonacija je široko uporabna, dobro odstranjuje 
organske, anorganske snovi, mikroorganizme, tako kot tudi vonj in okus [15]. Zaradi 
tvorbe ozona na mestu ni toliko varnostnih problemov povezanih z ravnanjem in 
transportom [16]. 
Glava slabost ozonacije je njena cena, saj je potrebna zahtevna oprema in tvorba ozona 
na mestu. Zaradi zahtevne opreme predstavlja ozonacija tudi kompleksnejšo tehnologijo 
v primerjavi z drugimi naprednimi oksidacijskimi procesi ter kloriranjem, UV 
dezinfekcijo (v primeru, ko je ozonacija uporabljena kot dezinfekcija). Ozon je zelo 
reaktiven in koroziven, zato morajo biti materiali med ozonacijo odporni na korozijo. 
Ozon je dražljiv in strupen, zato je potrebno izhodne pline odstraniti, da se prepreči 
izpostavljenost delavcev. Problem ozonacije je tudi nastanek stranskih produktov, ki so 
lahko strupeni [15, 16]. 
Kombinacija ozona in vodikovega peroksida (O3/H2O2) 
Izkoristek tvorbe hidroksilnih radikalov se lahko pri ozonaciji bistveno izboljša s 
kombinacijo ozona in drugih oksidantov (na primer H2O2) ali ozona in UV-radiacije.  
Reakcija /16/ prikazuje reakcijo vodikovega peroksida, ko je v ravnotežju z HO2- in H+ 
(reakcija /17/), in ozona. Pri tem se tvorijo HO2•, iz katerih nadalje nastajajo hidroksilni 
radikali in reakcija poteka po indirektnem mehanizmu, kot je prikazano zgoraj.  
H2O2  ↔ HO2- + H+    pKa = 11,8                                     /16/ 
HO2
- + O3 → HO2• + O3•-  k = 2,2· 106 L mol-1 s-1        /17/ 
V primeru nedisociranega vodikovega peroksida je reakcija brez pomena: 
H2O2 + O3 →  H2 + 2 O2        k < 10−2 L mol-1 s-1          /18/ 
Reakcijske konstante (reakcija /4/ in reakcija /17/) nam pokažejo, da HO2- povzročijo 
hitrejši razpad ozona kot OH- in s tem učinkovitejšo tvorbo hidroksilnih radikalov [11]. 





Kombinacija ozona in UV-radiacije (O3/UV-radiacija) 
V reakciji /19/ se s fotolizo, pri kombinaciji O3 in UV-radiacije, tvori  dodaten oksidant 
– H2O2. Za učinkovito fotolizo ozona morajo imeti ultravijolične luči maksimalno 
intenziteto pri 254 nm. Iz tega nadalje nastajajo hidroksilni radikali s fotolizo kot 
prikazuje reakcija /20/.  
O3 + H2O + hv →H2O2 + O2                             /19/ 
H2O2 + hv → 2 •OH                                       /20/ 
Lahko pride tudi do direktne fotolize onesnaževala, če ta absorbira uporabljeno valovno 
dolžino [11]. 
2.1.2. Fentonova oksidacija 
 
Fentonova oksidacija je oksidacija organskih substratov z železovim (׀׀) ionom in 
vodikovim peroksidom v kislem mediju. Prvič jo je opisal Henry John Horstman Fenton 
leta 1894. Fenton je prvič opazil oksidacijo vinske kisline z H2O2 od prisotnosti 
železovega (׀׀) iona. Od takrat to reakcijo imenujemo Fentonova reakcija oziroma 
Fentonova oksidacija. Trenutno je ta metoda ena izmed najbolj učinkovitih in 
uporabljenih oksidacijskih procesov. 
Uporaba Fentonove oksidacije  
Čeprav je Fentonova oksidacija poznana že več kot stoletje, se je njena uporaba začela 
komaj v poznih šestdesetih letih 20. stoletja. Po številnih raziskavah so ugotovili, da je 
Fentonova oksidacija zelo učinkovita pri čiščenju nekaterih industrijskih odpadnih vod, 
ki vsebujejo aromatične amine, različna barvila, pesticide, eksplozive, surfaktante in 
veliko drugih onesnaževal [17]. Sedaj se Fentonova oksidacija uporablja za čiščenje 
odpadnih vod (tekstilnih, farmacevtskih, kovinskih, naftnih in drugih industrij), 
onesnaženih tal in brozg. Najpogosteje se uporablja za zmanjšanje organskega 
onesnaženja, zmanjšanje strupenosti, izboljšanje biološke razgradljivosti, odstranjevanje 
barv ter vonja [18]. Tako, se lahko Fentonova oksidacija uporablja kot pred-čiščenje 
odpadnih vod, ki se nato nadalje obdelajo z biološkimi metodami [17]. 
Princip Fentonove oksidacije 
Princip Fentonove oksidacije temelji na nastanku hidroksilnih radikalov, ki nastanejo po 
dodatku Fe2+ soli in H2O2 pri kislih pogojih. Železo v reakciji služi kot katalizator, 
vodikov peroksid pa za tvorbo hidroksilnih radikalov, ki povzročijo oksidacijo 
organskega onesnaženja. Mehanizem Fentonove oksidacije prikazujejo enačbe od /21/ 
do /29/. Reakcija /21/, ki opisuje bistvo celotnega procesa, prikazuje oksidacijo železa iz 
Fe2+ v Fe3+, pri čemer vodikov peroksid razpade na hidroksilni ion in hidroksilni 
radikal. Naslednje reakcije pa služijo za razumevanje celotnega procesa.   





Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + OH−+ •OH   k = 40 - 80 L mol-1 s-1                /21/ 
Reakcija /22/ prikazuje, da se lahko nastali Fe3+ ioni ponovno reducirajo s pomočjo 
H2O2 in s tem spet tvorijo Fe
2+ ione. Ta reakcija je počasnejša kot reakcija /21/ in 
prikazuje regeneracijo Fe2+ ionov, ki se sproti obnavljajo v efektivnem ciklu. V tej 
reakciji so poleg Fe2+ ionov tvorjeni tudi hidroperoksilni radikali (•O2H) ter vodikov 
ion. Tudi ti radikali lahko oksidirajo organsko onesnaženje, vendar so pri tem manj 
uspešni kot hidroksilni radikali.  
Fe3+ + H2O2 → Fe2+ + •O2H + H+   k = 9,1· 10−7 L mol-1 s-1                 /22/ 
Reakcije od /22/ do /25/ predstavljajo najpočasnejše reakcije v Fentonovi oksidacij po 
tem, ko je ves vodikov peroksid porabljen in, ko so Fe2+ ioni regenerirani iz Fe3+ ionov. 
Fe2+ + •OH → Fe3+ + OH−     k = 2,5 - 5·108 L mol-1 s-1                        /23/ 
Fe2+ + •O2H → Fe3+ + HO2 -    k = 0,72  - 0,15 L mol-1 s-1                /24/ 
Fe3+ + •O2H → Fe2+ + O2 + H+   k = 0,33 -  2,1 ·106 L mol-1 s-1         /25/ 
V reakcijah od /26/ do /29/ so prikazane radikal-radikal ali vodikov peroksid-radikal 
reakcije, ki se dogajajo med procesom.  
•OH + •OH → H2O2    k = 5 - 8 · 109 L mol-1 s-1                                          /26/ 
•OH + H2O2 → •O2H + H2O  k = 1,7 - 4,5 ·107 L mol-1 s-1                         /27/ 
•O2H + •O2H → H2O2 + O2  k = 0,8  - 2,2 ·106 L mol-1 s-1                                     /28/ 
•OH + •O2H → H2O2 + O2  k = 1,4 ·1010 L mol-1 s-1                                 /29/ 
Reakcija /30/ prikazuje razpad vodikovega peroksida na vodo in kisik, ki se lahko zgodi 
v prisotnosti ali odsotnosti organskih substratov. Ta reakcija ni zaželena, saj se s tem 
izrablja oksidant, ki ni bil porabljen za oksidacijo organskega onesnaženja, in 
posledično zvišuje stroške.  
2 H2O2 → O2 + H2O                                                                        /30/ 
Reakcije od /21/ do /29/ prikazujejo kompleksen mehanizem Fentonove oksidacije. 
Tvorbo želenih hidroksilnih radikalov prikazuje reakcija /21/. Vendar pa se lahko 
hidroksilni radikali odstranijo z železovimi ioni (reakcija /23/), vodikovim peroksidom 
(reakcija /27/), hidroperoksilnimi radikali (reakcija /29/) in/ali s samo odstranjevanjem 
(reakcija /26/). Kot smo opazili vodikov peroksid lahko sodeluje pri tvorbi radikalov 
(reakcija /21/) ter pri uničenju radikalov (reakcija /27/) [19]. 
 
 





Prednosti in slabosti Fentonove oksidacije 
Prednost Fentonove oksidacije je njena hitrost in učinkovita oksidacija organskih 
onesnaževal v nestrupen ogljikov dioksid. Je eksotermna reakcija in za njo ne 
potrebujemo dodatne energije. Lahko se izvaja pri sobnih temperaturah in atmosferskem 
tlaku. Tudi reagenta (železo in vodikov peroksid) sta široko dostopna, poceni, preprosta 
za shranjevanje in uporabo ter okolju neškodljiva. V klasičnem postopku Fentonove 
oksidacije sta oba reagenta v tekoči fazi, gre za homogen proces in tako ni velikega 
upora pri masnem transportu.  
Ima pa tudi nekaj glavnih slabosti. Prva je zgubljanje oksidanta oziroma hidroksilnih 
radikalov med reakcijo. Druga slabost je nenehna izguba železovih ionov ter tvorba 
odpadnega blata, ki se ga obravnava kot okolju nevaren odpadek s katerim moramo 
ustrezno ravnati [20, 21]. 
Vpliv različnih parametrov na učinkovitost Fentonove oksidacije 
Učinkovitost Fentonove oksidacije je v glavnem odvisna od: pH, temperature, 
koncentracije železovih ionov, koncentracije H2O2 in razmerja Fe2+/H2O2. Tudi začetna 
koncentracija organskega onesnaženja in njegove lastnosti imajo vpliv na učinkovitost.  
• pH: Fentonova oksidacija poteka v kislih pogojih, optimalen pH je 3. Vrednost 
pa lahko tudi nekoliko variira v odvisnosti od izhodnega substrata. Reakcija se 
močno upočasni in postane neuporabna pri pH večjem od 7, saj se takrat začnejo 
tvoriti netopne železove spojine kot so FeO, Fe2O3, Fe(OH)3,.. Te ne reagirajo z 
H2O2 in posledično se ne tvorijo hidroksilni radikali. Pri nižjih pH od 2,5 pa je 
reakcija upočasnjena zaradi nastanka [Fe(H2O)6]2+, ki počasneje reagira z 
vodikovim peroksidom in posledično se tvori manj hidroksilnih radikalov [19]. 
 
• Temperatura: Reakcija je eksotermna, pri temperaturah višjih od 40 °C je 
priporočljivo hlajenje.  Pri temperaturi višji od 50 °C vodikov peroksid termično 
razpade na kisik in vodo, s tem pa reakcija ni več uporabna, saj tako postane 
tvorba hidroksilnih radikalov onemogočena. Po nekaterih študijah naj bi bila 
optimalna temperatura za reakcijo 30 °C, medtem, ko druge študije poročajo,  da 
učinkovitost razpada nima vpliva pri povišanju temperature iz 10 °C na 40 °C 
[20]. 
 
• Koncentracija železovih ionov: Običajno hitrost reakcije narašča z naraščajočo 
koncentracijo železovih ionov. Vendar v primeru previsokih koncentracij 
ostajajo neizkoriščeni železovi ioni, ki prispevajo k neželenem zvišanju 
neraztopljenih soli. Zato je potrebno za vsako reakcijo posebej v laboratoriju 
ugotoviti optimalno koncentracijo železovih ionov [20]. 
 





• Koncentracija vodikovega peroksida: Koncentracija vodikovega peroksida ima 
odločilno vlogo v celotnem procesu oksidacije onesnaženja. Običajno se 
učinkovitost oksidacije povečuje z višjo dozo vodikovega peroksida. Vendar 
tudi prevelike količine vodikovega peroksida niso zaželene. Velike količine 
vodikovega peroksida so škodljive za mnoge organizme, zato ga moramo po 
reakciji dodatno odstranjevati. Visoke koncentracije tudi niso priporočljive v 
primeru, da se Fentonova oksidacija uporablja kot pred-čiščenje odpadne vode, 
ki ji sledi biološka obdelava [20]. 
 
• Razmerje Fe2+/H2O2: Za uspešno učinkovitost procesa je pomembno, da sta oba 
reagenta v ustreznem razmerju. Optimalno razmerje Fe2+/H2O2 se mora ugotoviti 
za vsako odpadno vodo posebej. V splošnem velja, da je optimalno masno 
razmerje Fe2+ : H2O2 = 1 : 10, v primeru farmacevtskih odpadnih vod pa Fe
2+ : 
H2O2 od 1 : 2 do 1 : 10 [21]. 
Foto-Fentonova oksidacija 
Kombinacijo H2O2, UV-radiacije in Fe(II) ali Fe(III) oksalata se imenuje foto-
Fentonova oksidacija. Za proces je značilno, da se v njem tvori več hidroksilnih 
radikalov v primerjavi z običajno Fentonovo oksidacijo. Pri foto-Fentonovi oksidaciji 
najprej UV-radiacija povzroči fotoredukcijo Fe(III) kompleksa v Fe(II) ione. Na primer 
Fe(OH)2+, ki je v prevladujoč v kislih pogoji, absorbira svetlobo v valovnih dolžinah 
med 290 in 400 nm ter tvori hidroksilne radikale in Fe2+, kot prikazuje reakcija /31/. 
Fe(OH)2+ +hv → Fe2+ + •OH                                                 /31/ 
Učinkovitost fotolize je odvisna od valovne dolžine svetlobe. Izkoristek Fe2+ je 0,14 pri 

















Antibiotiki so zdravila, ki se uporabljajo za zdravljenje okužb, ki jih povzročajo 
bakterije. Uporabljajo se pri zdravljenju pljučnice, angine, bakterijskega meningitisa,… 
Niso pa učinkoviti proti virusom ali glivicama, zato se ne uporabljalo pri zdravljenju 
navadnega prehlada ali gripe. Izraz antibiotik izhaja iz grščine »anti bios« in pomeni 
»proti živemu«. [23, 24]. Alexander Fleming je leta 1928 prvi izoliral naravni antibiotik 
penicilin, ki je bil produkt plesni. Desetletje pozneje pa sta Ernst Chain in Howard 
Florey razvila metodo za njegovo masovno proizvodnjo in prečiščevanje. V zgodovini 
medicine je to pomenilo veliko spoznanje, saj so z antibiotiki postale prej neozdravljive 
bolezni obvladljive [25]. 
Danes so metode za proizvodnjo antibiotikov zelo napredovale, najpogosteje se jih 
pridobiva s kemičnimi spremembami naravnih snovi, redkeje pa neposredno iz živih 
organizmov. Antibiotične učinkovine izvirajo iz gliv, lišajev, bakterij ali višjih rastlin. 
Nekatere antibiotike se danes proizvaja tudi umetno.  
Razlikovanje antibiotikov glede na: 
- Mehanizem delovanja: antibiotiki delujejo na različne načine. Eni preprečijo 
sintezo celične stene bakterij ter s tem uničijo bakterije. Drugi bakterijam 
preprečijo tvorbo beljakovin ali vitaminov, ki jih nujno potrebujejo za 
preživetje. Nekateri delujejo tako, da bakterijam preprečujejo, da bi pri 
razmnoževanju pravilno predale svoj dedni zapis. Lahko pa delujejo tudi tako, 
da preprečijo delovanje bakterij na več načinov hkrati. 
 
- Spekter delovanja: pri tem razlikujemo antibiotike glede na to katere bakterije 
lahko uničijo – temu rečemo tudi spekter delovanja. Antibiotiki širokega spektra 
delovanja delujejo na mnogo različnih vrst bakterij, medtem ko antibiotiki 













2.3. Strupenostni testi 
 
Ekotoksikologija je veda, ki se ukvarja z določevanjem vpliva snovi na organizme. 
Strupene snovi so snovi, ki so škodljive ali strupene za živa bitja. Vse snovi pa so lahko 
strupene, če jih zaužijemo v prekomerni količini [26]. 
Za določanje strupenosti vzorca sta pomembni kemijska in biološka analiza. S pomočjo 
kemijske analize določimo vrsto strupene snovi in njeno količino, s pomočjo bioloških 
testov pa dobimo podatke o vplivu teh snovi na organizme. Pri strupenostnih testih torej 
uporabljamo različne organizme in z njimi določamo vpliv snovi nanj. Za analize vod 
uporabljamo bakterije, alge, vodne rastline, nižje rake ter ribe. V strupenostnih testih 
vedno primerjamo organizme, ki so bili izpostavljeni strupeni snovi (testirana skupina 
organizmov) in organizme, ki niso bili izpostavljeni (kontrolna skupina organizmov).  
Ko snov testiramo je pomembno, da dobro poznamo populacijo izpostavljenih 
organizmov. Poznati moramo njihovo starost, spol ter njihovo fizično stanje [21].  
S pomočjo strupenostnih testov najpogosteje določamo naslednje parametre: 
LC50 – srednja smrtna koncentracija: je koncentracija snovi, pri kateri umre 50 % 
izpostavljenih organizmov v določenem času opazovanja. 
EC50 – srednja efektivna koncentracija: je koncentracija snovi, pri kateri opazimo 
specifičen odziv 50 % izpostavljenih organizmov v določenem času opazovanja. 
NOEC (No Observed Effect Concentration) – koncentracija pri kateri ne opazimo 
nobenega efekta na organizme. 
LOEC (Lowest Observed Effect Concentration) – je najmanjša koncentracija 
testirane snovi, pri kateri opazimo razlike med testirano in kontrolno skupino 
organizmov [26]. 
Strupenostne teste lahko ločimo po trajanju. Poznamo kratke in dolge strupenostne 
teste. Izbira je odvisna od testiranih organizmov in parametrov, ki jih želimo določiti.  
Kratki ali akutni strupenosti testi: tukaj so organizmi izpostavljeni testiranim snovem za 
kratek čas, običajno od 24 do 96 ur, odvisno od življenjske dobe organizmov. Z njimi 
običajno določimo LC50. Pri nekaterih testnih organizmih težko določimo smrt, zato se 
pri teh organizmih opazuje učinek nemobilnosti, ki ga izrazimo kot EC50 [27, 28]. 
Dolgi ali kronični strupenostni testi: ti testi običajno trajajo od nekaj dni do nekaj let. 
Pri testih se pogosto dnevno dodaja testirano snov med testirane organizme [29]. Z 
njimi lahko določimo smrtnost ter drugačne vplive na organizme kot so: zmanjševanje 
rasti, reprodukcijsko okvaro, okvaro živčnih funkcij, pomanjkanje gibljivosti, vedenjske 
spremembe in druge [28]. 






2.4. Vodne bolhe (Daphnia magna) 
 
Kraljestvo: Animalia (živali) 
Deblo: Arthopoda (členonožci) 
Razred: Branchiopoda (ramenonožci) 
Red: Cladocera (vodna bolha) 
Družina: Daphniidae  
Rod: Daphnia (dafnija) 
Vrsta: Daphnia magna  
 
Vodne bolhe najpogosteje najdemo v sladkih vodah. Optimalna temperatura vode za 
njih je med 18 in 22 °C [30]. Razširjene so v  Severni Ameriki, Evropi, Aziji in Afriki. 
Njihova življenjska doba je odvisna od pogojev v katerih živijo, predvsem od količine 
kisika, pH in temperature [31]. Živijo v skupinah, število vodnih bolh pa se spreminja 
glede na letne čase. Njihova populacija se zmanjša med zimo in začne naraščati 
pomladi. Število vodnih bolh ponovno upada med poletjem, ko se temperatura poviša. 
Povprečna življenjska doba vodnih bolh pri 25 °C je 40 dni in pri 20 °C 55 dni. 
Primarno se prehranjujejo s fitoplanktonom in zooplanktonom, jejo pa tudi bakterije in 
spore gliv. Vodne bolhe so hrana velikim ribam in so na ta način del vodne 
prehranjevalne verige. Na ekosistem imajo dober vpliv, saj čistijo vodo s tem, ko se 
prehranjujejo z algami. So dobri pokazatelji kvalitete vode in se veliko uporabljajo pri 
strupenostnih testih [30]. 
 
Velikost vodnih bolh je med 3 do 5 mm. Samci so manjši od samic, v dolžino merijo 
okrog 2 mm. Samice so nekoliko večje, njihova velikost je med 3 in 5 mm. Telo vodne 
bolhe prikazuje slika 3, ki po obliki spominja na fižol. Najbolj viden del telesa vodne 
bolhe je trup, ki ga obdaja oklep v obliki školjke imenovan karapaks. Le-ta je sestavljen 
iz hitina. Na glavi imajo sestavljeno oko, ki je glavna karakteristika vrste. Oko zaznava 
svetlobo in gibanje in s tem služi za iskanje hrane ter izmikanju predatorjem. Vodne 
bolhe imajo dva niza razvejanih anten (tipalk) in pet torakalnih okončin, s katerimi si 
pomagajo pri premikanju, dovajanju hrane, kisika in filtriranju vode. Imajo tudi dva 
kremplja, ki ju uporabljajo za čiščenje karapaksa [30, 32]. 
 
 






Slika 3: Telo vodne bolhe [31]. 
Razmnoževanje vodnih bolh je lahko spolno ali nespolno (partenogenično). Oba 
življenjska cikla sta prikazana na sliki 4. Nespolno razmnoževanje se začne tako, da 
samica izleže dipoloidna jajčeca, ki se razvijejo direktno v mladiče vodnih bolh 
ženskega spola. Ta cikel se imenuje partenogeničen cikel. Ista samica pa lahko izleže 
tudi dipoloidna jajčeca iz katerih se izvalijo mladiči moškega spola. Ali samica izleže 
moške ali ženske mladiče je odvisno od pogojev v katerih živi. V primeru  slabih 
pogojev (pomanjkanje hrane, kisika, neustrezne temperature,..) izleže moške mladiče. 
Ko ti dozorijo lahko v času spolnega razmnoževanja oplodijo samico. Med parjenjem 
samec uporablja za ujetje samice posebej oblikovane tipalke (antene), ki so drugačne od 
samičinih. Pri tem nastanejo haploidna jajčeca, ki jih je oplodil samec. Ta jajčeca 
samica odloži pri naslednji levitvi. Mladiči se iz njih izvalijo, ko imajo za to ugodne 
pogoje. Samica preskrbuje jajčeca oziroma mladiče samo medtem, ko jih nosi, po 
izvaliti zanj več ne skrbi. V enem ciklu ima samica običajno med 6 do 10 jajčec, ki jih 
nosi v spodnjem delu karapaksa. Med levitvijo, po dveh ali treh dneh, samica izleže 
jajčeca v spolnem razmnoževanju oziroma mladiče v partenogeničnem. Mladiči vodnih 
bolh so po zunanjosti takoj podobni odraslim, le da so manjši. Po šestih do desetih dneh 
so mladiči spolno zreli. Samica lahko izvali jajčeca petindvajset krat v celotni 
življenjski dobi, vendar jih običajno izvali le šest krat [30, 32].  
 







Slika 4: Nespolen (partenogeničen) in spolen življenjski cikel vodnih bolh [33]. 
 
Vsi rodovi Daphnia imajo hemoglobin kot prenosni pigment kisika. Mladiči večino 
kisika izmenjajo preko površine telesa. Odrasli rodovi Daphnia pa uporabljajo tudi 
hemoglobin kot dodatni mehanizem, saj njihova površina ni več dovolj velika za prenos 
celotnega kisika. Še vedno pa je notranja stena karapaksa glavna za prenos kisika in 
ionov. Obarvanost njihovega telesa je tako odvisna od okolja v katerem živijo. V vodah, 
ki so dobro obogatene s kisikom je njihovo telo transparentno oziroma rahlo rjavkaste 
barve. V stoječih hipoksičnih vodah, torej v vodah z malo kisika, pa postanejo temno 











































Za modelno farmacevtsko učinkovino smo uporabljali vankomicin. Le-ta spada v 
skupino glikopeptidnih antibiotikov, ki so v svetu znani že več kot 60 let, v Evropi pa se 
uporabljajo približno 30 let. Glikopeptidni antibiotiki se najpogosteje uporabljajo za 
zdravljenje življenjsko ogrožajočih okužb, ki jih povzročajo Gram pozitivni 
mikroorganizmi, kot so Staphylococcus aureu, Enterococcus spp. in Clostridium 
difficile.  Ena izmed znanih bolnišniških okužb, ki jo zdravijo glikopeptidni antibiotiki 
je MRSA– »methicillin resistant Staphylococcus aureus«. To je bolnišniška infekcijska 
bolezen, ki nastopi pri okužbi z meticilin odporno bakterijo Staphylococcus aureu [34]. 
Pomembnejši predstavniki glikopeptidne skupine antibiotikov so: vankomicin, 
teikoplanin, telavancin, bleomicin, ramoplanin in dekaplanin [35]. Strukturna formula 
vankomicina je prikazana na sliki 5. Vankomicin ima molekulsko formulo 
C66H75Cl2N9O24 in molsko maso 1486 g/mol.  
 
 
Slika 5: Strukturna formula vankomicina [36]. 
Vankomicin se uporablja za zdravljenje hudih okužb, ki jih povzročajo bakterije, ki so 
občutljive na vankomicin in odporne na številne druge antibiotike ter tudi pri bolnikih, 
ki so alergični na penicilin in cefalosporine. Uporablja se pri okužbah srčnih zaklopk, 
krvi, pljuč, kosti ali mehkih tkiv (kože, vezivnega tkiva, mišic). Deluje tako, da zavira 
sintezo celične stene. Je v obliki belega praška za raztopino. Običajno se uporablja kot 
infuzija, saj se zelo slabo absorbira preko prebavnega trakta [34, 37]. Njegova topnost v 





vodi je večja od 100 mg/mL, je zmerno topen v metanolu. V višjih alkoholih in acetonu 
ni topen [38]. 
 
3.2. Potek Fentonove oksidacije 
 
Najprej smo pripravili raztopino železovega sulfata heptahidrata (FeSO4•7H2O) s 
koncentracijo 100 g/L, tako, da smo v  bučko s 50 mL destilirane vode dodali 5 g 
železovega sulfata heptahidrata in vse skupaj postavili na magnetno mešalo, da se je 
železov sulfat heptahidrat dobro raztopil. Nato smo pripravili modelno farmacevtsko 
učinkovino – raztopino vankomicina s koncentracijo 400 mg/L (v nadaljevanju smo jo 
poimenovali začetna raztopina). To smo naredili tako, da smo natehtali 800 mg 
vankomicina v 2000 mL bučko ter jo do oznake napolnili z destilirano vodo. Potem smo 
začeli izvajati Fentonovo oksidacijo. V štiri čaše smo z merilnim valjem odmerili 200 
mL začetne raztopine in jih dali na magnetna mešala ter dozirali reagenta (železov sulfat 
heptahidrat in vodikov peroksid), kot je prikazano v preglednici 2. 
 
Preglednica 2: Doziranje reagentov v začetno raztopino in molsko razmerje KPK : 
H2O2 : FeSO4•7H2O 
Vzorec 













     
1 4,6 1,7 0,5 4,9 1 : 1,2 : 0,4 
2 4,6 1,7 1 9,8 1 : 2,3 : 0,4 
3 4,6 1,7 2 19,6 1 : 4,6 : 0,4 
4 4,6 1,7 4 39,2 1 : 9,2 : 0,4 
5 4,6 1,7 6 58,8 1 : 13,8 : 0,4 
6 4,6 1,7 8 78,4 1 : 18,4 : 0,4 
7 4,6 1,7 12 117,5 1 : 27,7 : 0,4 
 
Suspenzije v čašah smo na magnetnih mešalih pustili mešati eno uro. Po eni uri smo 
izmerili koncentracijo vodikovega peroksida z indikatorskim papirjem. S pH listki smo 
izmerili pH suspenzij. Z dodajanjem raztopine natrijevega hidroksida po kapljicah smo 
jih nevtralizirali na pH ≈ 7. S tem smo ustavili reakcijo. Nato smo čaše postavili na 
grelnik in suspenzije segreli do vretja. Ko je vsebina zavrela smo jih pustili vreti še 5 
minut, za tem smo grelnik izklopili in pustili čaše na grelniku še 10 minut. Ponovno 
smo preverili prisotnost vodikovega peroksida, ki bi moral biti pod 5 mg/L. V primeru, 





da ni bil smo postopek vretja ponovili. Vzorce smo ohladili in jih v merilnem valju z 
destilirano vodo dopolnili do 200 mL, kot je prikazano na sliki 6. Dobljene vzorce smo 
oddekantirali in jih filtrirali čez filtrni papir. Filtrat smo shranili v zamrzovalniku, 
odpadno blato smo zavrgli.  
 
Slika 6: Suspenzije med Fentonovo oksidacijo (osebni arhiv). 
 
3.3. Potek kontinuirne ozonacije 
 
Reaktorski sistem za izvedbo procesa 
Ozonacijo smo izvajali v kontinuirnem sistemu z reciklom. Celoten reaktorski sistem je 
prikazan na shemi 1 in sliki 7 ter obsega: stekleni stolpni reaktor, generator ozona, 
injektor ozona, črpalko, rezervoar za modelno farmacevtsko učinkovino (modelno 
odpadno vodo) ter silikonske cevke, ki povezujejo celoten sistem. Vsi spoji v 
reaktorskem sistemu so bili zatesnjeni s teflonom. Kot prikazuje shema 1 vidimo na 
vrhu stolpnega reaktorja dotok raztopine vankomicina, na dnu pa iztok. Poleg iztoka je 
na dnu tudi dovod ozona iz generatorja preko keramične frite. V našem primeru je bil 
rezervoar velika steklena čaša, v katero je prav tako vstopala in izstopala raztopina 
vankomicina preko silikonskih cevk. Vsi deli reaktorskega sistema si bili iz materialov, 









Stolpni reaktor oziroma kolona z mehurčki 
Za izvedbo kontinuirne ozonacije smo uporabljali steklen reaktor s prostornino 4 L,  
premerom 12 cm in višino 50 cm (slika 8). Reaktor je imel na vrhu pokrov, čez katerega 
je potekala ena cevka za odvajanje odvečnega ozona (ozon, ki se ni raztopil in je ostal v 
plinski fazi) in ena cevka za vtok modelne farmacevtske učinkovine. Spodaj je bila 
nameščena frita, preko katere se je v reaktor dovajal ozon ter cevka za iztok modelne 
farmacevtske učinkovine. Med procesom je bil v reaktorju homogen režim mehurčkov.  
Frita 
Na spodnjem delu reaktorja je bila nameščena keramična frita, ki je bila obdana s 
steklenim lijakom. Preko frite se je v reaktor enakomerno dovajal zrak z ozonom 
(nominalna koncentracija ozona v plinu je bila 100 g/m3) v čim manjših mehurčkih. 
Njen premer je bil 5 cm, debelina keramičnega sloja pa 0,5 cm. Pore niso presegle 
velikosti 80 μm. Maksimalni dovoljen pretok čez frito je bil 100 mL/m [39]. 
Črpalka  
Za vzpostavitev pretoka čez silikonske cevke smo uporabljali peristaltično oziroma 
cevno črpalko. Uporabljali smo črpalko Masterflex L/S, na katero sta bili nameščeni dve 
glavi Easy Load® Head for Presion Tubing, PPS, CRS Rotor. Rotor črpalke je bil 
narejen iz nerjavečega jekla. Črpalka je omogočala pretok od 1 do 10 mL/s. Mi smo 
uporabljali pretok 5 mL/s [40].  
Rezervoar za modelno farmacevtsko učinkovino 
Rezervoar za modelno farmacevtsko učinkovino je bila v našem primeru 1500 mL 
steklena čaša. Z reaktorjem je bila povezana preko dveh silikonskih cevk. Ena je bila za 
vtok modelne farmacevtske učinkovine, druga pa za iztok.  
Generator ozona 
Uporabljali smo generator ozona proizvajalca Wedeco, ki lahko proizvajala do 8 g/h 
ozona. Deluje na principu, da proizvaja ozon iz kisika. Na njem so možne nastavitve 
pretoka ozona, tlaka plina, potenciometra in s tem koncentracije ozona [41]. 
Izvedba 
Pripravili smo si 5 L raztopine vankomicina s koncentracijo 400 mg/L. To smo naredili 
tako, da smo v 2000 mL čašo natehtali 800 mg vankomicina ter z destilirano vodo 
dopolnili do oznake. V dve 1000 mL čaši smo natehtali 400 mg vankomicina in ju z 
destilirano vodo dopolnili do oznake. V dve 500 mL čaši smo natehtali 200 mg 
vankomicina ter z destilirano vodo dopolnili do oznake. Nato smo sestavili reaktorski 
sistem za kontinuirno ozonacijo, kot je prikazano na shemi 1. V reaktorsko kolono smo 
nalili 3,5 L raztopine vankomicina, v čašo pa preostalih 1,5 L raztopine vankomicina. 





Po priloženih navodilih smo prižgali ozonator ter nastavili parametre na naslednje 
vrednosti: delovni tlak na 0,5 bar in potenciometer na 4. Nominalna koncentracija ozona 
v plinu je bila 100 g/m3. S temi nastavitvami smo dobili pretok ozona 30 L/h, kot lahko 
razberemo tudi iz slike 9. Pri različnih časih ozonacije smo s pipeto odvzemali vzorce 
po približno 200 mL. 
 
 










Slika 7: Celoten reaktorski sistem za kontinuirno ozonacijo (osebni arhiv). 
 
 
Slika 8: Reaktorska kolona za ozonacijo (osebni arhiv). 






Slika 9: Diagram za določitev parametrov ozonacije [42].  
 
 





V preglednici 3  so prikazani različni časi ozonacije pri katerih smo odvzemali vzorce. 
Zraven so izračunane tudi doze ozona. 







8 30 1,5 
9 60 3 
10 120 6 
11 150 7,5 
12 180 9 









 3.4. Metode za karakterizacijo vzorcev po Fentonovi oksidaciji in ozonaciji 
 
3.4.1.  Kemijska potreba po kisiku s klasično metodo 
Kemijska potreba po kisiku (KPK) se uporablja za določanje organskega onesnaženja v 
površinskih in odpadnih vodah. Z metodo določimo skupne organske snovi v vodi, tako 
biološko razgradljive in biološko nerazgradljive organske snovi. Analiza KPK deluje po 
principu, da oksidiramo vse organske snovi v kisli raztopini in iz porabe oksidanta, ki je 
za to potreben, ugotovimo količino porabljenega kisika. Vzorec oksidiramo s prebitkom 
kalijevega dikromata. S tem se vse organske snovi oksidirajo, pri čemer pa v raztopini 
še vedno ostane prebitek nereduciranega kalijevega dikromata, ki ga določimo s titracijo 
z železovim amonijevim sulfatom (FAS). Reakcijo oksidacije katalizirajo srebrovi ioni, 
ki jih dodamo v obliki reagenta žveplove kisline (H2SO4/Ag2SO4). Živosrebrov sulfat je 
pri reakciji pomemben tudi zato, ker tvori oborino z nekaterimi anorganskimi ioni 
(kloridi, bromidi, jodidi,..), ki bi se oksidirali s kalijevim dikromatom in bi tako motili 
oksidacijo organskih snovi.  
Reakcija /32/ prikazuje redukcijo kromovih (VI) ionov v kromove (III) ione v kislem 
mediju, ki se zgodi med oksidacijo organskih snovi v postopku določanja KPK.  
Reakcija /33/ pa opisuje določitev prebitka dikromatnih ionov s titracijo z železovim 
amonijevim sulfatom (FAS). 
Cr2O7
2- + 6 e- + 14 H+ → 2 Cr3+ + 7 H2O                                      /32/ 
Cr2O7
2- + 6 Fe2+ + 14 H+ → 2 Cr3+ + 6 Fe3+ + 7 H2O                   /33/  
Postopek za določanje kemijske potrebe po kisiku (KPK) v eksperimentalnem 
delu: 
V 250 mL erlenmajerico z obrusom smo dali 10 mL vzorca in 5 mL standardne 
raztopine kalijevega dikromata ter vse skupaj premešali. Nato smo na erlenmajerico 
pritrdili povratni hladilnik in odprli hladilno vodo. Skozi hladilnik smo počasi dodajali 
15 mL reagenta žveplove kisline (H2SO4/Ag2SO4) in raztopino segrevali 1 uro. Nato 
smo erlenmajerico ohladili, sprali hladilnik z demineralizirano vodo ter reakcijsko 
mešanico razredčili na 75 mL z demineralizirano vodo. Prebitek Cr(VI) smo ob 
prisotnosti ferroin indikatorja titrirali s FAS. Pri titraciji smo si zabeležili prehod barve 
iz modrozelene do rdečkasto rjave barve.  
Pri vsaki meritvi smo morali titrirati tudi slepi vzorec, ki smo ga pripravili po istem 
postopku kot vzorce, le da smo namesto vzorca dodali demineralizirano vodo. Vsakič 
smo morali določati tudi molariteto FAS, saj reagent zelo hitro razpada in se njegova 
koncentracijo dnevno spreminja. Za izračun KPK pa potrebujemo tudi koncentracijo 
FAS. Molariteto FAS smo določili tako, da smo v erlenmajerici zmešali 10 mL 
standardnega kalijevega dikromata, 70 mL deionizirane vode in 20 mL koncentrirane 





H2SO4. Ko se je raztopina ohladila smo jo titrirali s FAS od dodatku ferroin indikatorja. 
Molariteto FAS  smo na koncu izračunali po naslednji formuli: 













MFAS je molariteta FAS v mol/L, Vd je volumen kalijevega dikromata v mL, Md je 
molariteta kalijevega dikromata v mol/L in VFAS je volumen FAS pri titraciji v mL.  





KPK je izračunana kemijska potreba po kisiku v mg/L, ki pomeni koliko mg kisika se 
porabi za oksidacijo 1 L vzorca. A je volumen FAS pri titraciji slepega vzorca v mL, B 
je volumen FAS pri titraciji vzorca v mL, M je predhodno izračunana molariteta FAS v 
mol/L in V je volumen vzorca v mL, ki smo ga analizirali (v našem primeru je to vedno 
10 mL) [21].  
 
3.4.2. Celotni organski ogljik 
 
S celotnim organskim ogljikom (TOC) se velikokrat ovrednoti onesnaženje v 
površinskih vodah. Metoda meri neposredno količino organskega onesnaženja. Pri 
meritvi se vzorcu najprej izmeri količino celotnega ogljika TC (anorganskega in 
organskega). Nato pa se izmeri samo anorganski del IC, na koncu se iz razlike TC – IC 
izračuna vsebnost organskega ogljika TOC. Princip metode temelji na tem, da se vzorec 
dozira v sežigno komoro v toku nosilnega plina. Pri temperaturi 680 °C se celotni ogljik 
oksidira v ogljikov dioksid, ki se v nosilnem plinu ohladi in posuši, pri tem se odstranijo 
halogene spojine. Potem gre v senzorsko celico, kjer se določi koncentracija celotnega 
ogljika. Nato se vzorcu po podobnem postopku določi še koncentracija anorganskega 
ogljika. Pri tem se anorganski ogljik pretvori v ogljikov dioksid, tako, da se vzorec 
nakisa pri 200 °C. Ko sta izmerjena TC in IC se iz razlike izračuna TOC, kot je 
prikazano v spodnji formuli. 
TOC = TC – IC 
TOC je koncentracija celotnega organskega ogljika v mg/L, TC je koncentracija 
totalnega ogljika v mg/L in IC je koncentracija anorganskega ogljika v mg/L [21]. 
 
 





Postopek za določanje celotnega organskega ogljika (TOC) v eksperimentalnem 
delu: 
Odpipetirali smo 20 mL vzorca v steklene kivete in jih analizirali s TOC analizatorjem 
Analytik Jena multi N/C 3100 [43]. 
Učinek čiščenja 
Učinek čiščenja se lahko izračuna za vsak parameter posebej. Pove nam, za koliko 
procentov se je zmanjšal posamezen parameter med čiščenjem. Spodnja enačba 




 · 100 
%čiščenja je učinek čiščenja [%], Xpred čiščenjem je vrednost parametra pred čiščenjem 
[mg/L] in Xpo čiščenju je vrednost parametra po čiščenju [mg/L] [21]. 
Za vse dobljene vzorce po Fentonovi oksidaciji in ozonaciji smo izračunali učinek 
čiščenja na KPK in TOC.  
 
3.4.3. Strupenostni testi 
 
Izvajali smo akutne strupenostne teste z vodnimi bolhami Daphnia magna, ki smo jih 
gojili v laboratoriju. V prilogi je opisano, kako smo gojili in skrbeli za vodne bolhe. 
Akutni strupenostni testi z vodnimi bolhami Daphnia magna trajajo do 48 h. S 
strupenostnimi testi smo najprej želeli ugotoviti občutljivost vodnih bolh na referenčno 
snov – kalijev dikromat ter na testiran antibiotik – vankomicin. Nato smo z njimi 
določili strupenost vzorcev po Fentonovi oksidaciji in ozonaciji vankomicina. 
Za strupenostne teste smo vedno uporabili mladiče vodnih bolh (slika 10), ki so bili stari 
manj kot 24 ur. En dan pred izvedbo testa smo iz akvarija odstranili vse mladiče in tako 
zagotovili, da so bili mladiči ustrezne starosti. Kot rezultat strupenostnega testa smo 
prešteli število gibnih (oziroma negibnih) vodnih bolh po določenem času. Vodne bolhe 
smo zaradi boljše vidljivosti vedno šteli pod lučko. Med izvedbo testa vodnih bolh 
nismo hranili. Teste smo vedno izvajali v dveh paralelkah, ki sta bili popolnoma enaki, 
da smo lahko dobili ustrezne rezultate. Za eno paralelko smo vedno uporabili 10 
mladičev vodnih bolh, torej za en rezultat 20 mladičev vodnih bolh. Iz obeh paralelk 
smo izračunali povprečne rezultate števila gibnih vodnih bolh, ki smo jih nadalje 
preračunali v inhibicijo gibljivosti, kot je prikazano v formuli [44]. 
 





Inhibicija gibljivosti = 
(N0−Nt)
Nt
·100 %    
N0 je število vodnih bolh na začetku in Nt je število gibnih vodnih bolh ob določenem 
času.  
 
Slika 10: Mladiči vodnih bolh, ki smo jih uporabljali za teste (osebni arhiv). 
Ugotavljanje občutljivosti vodnih bolh Daphnia magna na kalijev dikromat in 
vankomicin 
Občutljivost vodnih bolh smo preverili z določanjem EC50 vrednosti. Najprej smo 
določili EC50 za kalijev dikromat, nato še za vankomicin. Oba strupenostna testa smo 
delali po enakem postopku, uporabljali smo navodila Organizacije za gospodarsko 
sodelovanje in razvoj (OECD) [44]. 
V nadaljevanju je opisan postopek izvedbe strupenostnih testov v treh točkah. V prvi 
točki je opisana priprava medija za teste, ki smo ga poimenovali OECD medij. S tem 
medijem smo si potem pripravili raztopine z različnimi koncentracijami kalijevega 
dikromata oziroma vankomicina, kot je opisano v drugi toči. V tretji točki pa je opisana 
izvedba strupenostnega testa. 
 
1. Priprava OECD medija 
Najprej smo si pripravili štiri osnovne raztopine soli: CaCl2·2H2O, MgSO4·7H2O, 
NaHCO3 in KCl, ki smo jih raztopili v Milli-Q vodi. V preglednici 4 je navedeno koliko 
gramov posamezne soli smo dali v 100 mL raztopine. 
 





Preglednica 4:  Priprava osnovnih raztopin za OECD medij 
 
Formula soli 
Masa soli v 100 mL 
raztopini [g] 
CaCl2· 2H2O 117,6 




Ko smo imeli vse raztopine pripravljene smo odpipetirali 2,5 mL vsake raztopine v 
1000 mL bučko in nato do oznake dopolnili z Milli-Q vodo. Tako smo dobili OECD 
medij za strupenostne teste. Medij smo si vedno pripravili vsaj tri dni pred izvedbo 
testa, shranjenega smo imeli v omari v laboratoriju na temnem pri približno 21 °C [44].  
2. Priprava raztopin z različnimi koncentracijami  
Na dan izvedbe teste smo si z OECD medijem pripravili različne koncentracije raztopin 
kalijeva dikromata oziroma vankomicina. 
a) Kalijev dikromat 
Pripravili smo si osnovno raztopino K2Cr2O7 s koncentracijo 1 g/L. To smo naredili 
tako, da smo v 100 mL bučko natehtali 0,1 g K2Cr2O7 in do oznake dopolnili z OECD 
medijem. S tem smo dobili osnovno raztopino s koncentracijo 1 g/L. Iz njej smo 
odpipetirali 1 mL v 100 mL bučko in z OECD medijem dopolnili do oznake. Tako smo 
dobili raztopino K2Cr2O7 s koncentracijo 10 mg/L. Iz te raztopine smo, kot prikazuje 
preglednica 5, pripravili raztopine različnih koncentracij, ki smo jih potrebovali za 
strupenostne teste. Ustrezne volumne smo odpipetirali v 100 mL bučke ter jih do 
oznake napolnili z OECD medijem. 



























Pripravili smo si dve osnovni raztopini s koncentracijo vankomicina 1000 in 4000 
mg/L. Iz obeh osnovnih raztopin smo nadalje z redčenjem pripravili raztopine z 
različnimi koncentracijami, ki smo jih potrebovali za določanje EC50. Prvo osnovno 
raztopino vankomicina s koncentracijo 1000 mg/L smo si pripravili tako, da smo v 100 
mL bučko natehtali 100 mg vankomicina ter z OECD medijem dopolnili do oznake. Iz 
prve osnovne raztopine (raztopina vankomicina s koncentracijo 1000 mg/L) smo si, kot 
prikazuje preglednica 6, pripravili različne koncentracije raztopine vankomicina, ki smo 
jih potrebovali za teste. Ustrezne volumne osnovne raztopine smo odpipetirali v 100 mL 
bučke in jih z OECD medijem dopolnili do oznake.  
Preglednica 6: Preglednica odpipetiranih volumnov iz prve osnovne raztopine in 







Drugo osnovno raztopino vankomicina s koncentracijo 4000 mg/L smo si pripravili 
tako, da smo v 100 mL bučko natehtali 400 mg vankomicina in z OECD medijem 
dopolnili do oznake. Iz druge osnovne raztopine (raztopina vankomicina s koncentracijo 
4000 mg/L) smo si z redčenjem, kot prikazuje preglednica 7 pripravili različne 
koncentracije vankomicina. Ustrezne volumne druge osnovne raztopine smo 
odpipetirali v 100 mL bučke in jih z OECD medijem dopolnili do oznake.  
Preglednica 7: Preglednica odpipetiranih volumnov iz druge osnovne raztopine in 
končne koncentracije vankomicina 
Volumen raztopine 
vankomicina s koncentracijo 
























3. Izvedba testa  
Najprej smo s pomočjo kapalke iz akvarijev ulovili dovolj vodnih bolh, ki smo jih 
potrebovali za teste in jih dali v čašo z medijem. Imeli smo 100 mL vsake koncentracije, 
ki smo jo razdelili med 3 petrijevke. Ena je bila izhodna, drugi dve pa testni. Nato smo 
iz čaše z vodnimi bolhami, s pomočjo kapalke, dali 20 vodnih bolh v izhodno 
petrijevko. Iz izhodne petrijevke smo nato v testni petrijevki preložili v vsako po 10 
vodnih bolh. Izhodna petrijevka je služila za minimalno redčenje, ki je posledica 
prelaganja vodnih bolh iz akvarija v testne raztopine. To smo ponovili za vsako 
koncentracijo testne raztopine. Testni petrijevki sta bili za primerjavo, saj smo, kot smo 
že omenili teste vedno delali v dveh paralelkah. Pri testih smo vedno začeli s 
prelaganjem vodnih bolh v najmanjšo koncentracijo, zato, da smo čašo z bolhami 
najmanj kontaminirali. Na koncu smo ustrezno označene testne petrijevke pokrili in jih 
shranili v omari na temnem pri temperaturi 21 °C. Po 24 h (ali 48 h) smo v vsaki 
paralelki prešteli število gibnih (oziroma negibnih) vodnih bolh in si rezultat zabeležili.  
 
Ugotavljanje strupenosti vzorcev po Fentonovi oksidaciji in ozonaciji vankomicina 
Strupenostne teste smo izvajali v 10 mL mikrotiterskih ploščah, kot je prikazano na sliki 
11. Najprej smo s pomočjo kapalke ulovili ustrezno število mladičev vodnih bolh in jih 
dali v čašo z medijem. Nato smo v vsako ploščico odpipetirali 5 mL vzorca (vzorce po 
Fentonovi oksidaciji oziroma ozonaciji) in 5 mL medija za vodne bolhe M4. Medij M4 
se uporablja za gojenje vodnih bolh. Priprava medija je opisana v prilogi. S kapalko 
smo nato dodali 10 vodnih bolh v vsako ploščico. Kot že omenjeno, smo tudi ta test 
izvajali v dveh paralelkah. Testirali smo torej 50 % razredčene vzorce. Poskusili smo 
narediti tudi strupenostne teste samo z vzorci, brez da bi jih razredčili z medijem M4, 
vendar so v tem primeru vse vodne bolhe umrle, zato smo vzorce redčili. Pri vzorcih po 
ozonaciji smo morali uravnati tudi pH. Saj so bili vzorci kisli, imeli so pH okrog 3. Z 
raztopino natrijevega hidroksida smo uravnali pH na približno 8. pH smo uravnavali s 
pomočjo digitalnega pH metra. V primeru ne uravnanega pH so med strupenostnimi 
testi umrle vse vodne bolhe v vseh vzorcih po ozonaciji. Teste smo izvajali 48 h, na 
vsakih 24 h smo prešteli ter zabeležili število gibnih (oziroma negibnih) vodnih bolh.  
 



























4. Razprava in rezultati 
 
4.1. Določanje EC50 za vodne bolhe Daphnia magna 
 
Preverili smo občutljivost vodnih bolh na referenčno snov – kalijev dikromat in na 
testiran antibiotik – vankomicin, tako, da smo za obe snovi eksperimentalno določili 
EC50.  
 
4.1.1. Kalijev dikromat 
 
Vodne bolhe so bile izpostavljene različnim koncentracijam K2Cr2O7, ki smo jih 
pripravili z OECD medijem. Test smo izvajali v petrijevkah v dveh paralelkah. Po 24 h 
smo prešteli število gibnih vodnih bolh v petrijevki (poglavje 3.4.3.). V preglednici 8 so 
podani povprečni rezultati obeh petrijevk, ki so izraženi kot inhibicija gibljivosti vodnih 
bolh po 24 h.  





vodnih bolh po 
24 h [%] 








V slepi raztopini (OECD medij) je bila inhibicija gibljivosti 0 %, pri vzorcih z različno 
koncentracijo K2Cr2O7 se je inhibicija gibljivosti povečevala od nižje proti višji 
koncentraciji, kot smo pričakovali.  
  





V preglednici 9 so zbrani podatki, ki smo jih potrebovali za določitev EC50. Pri tem smo 
odstranili podatka za 1 in 3 mg/L.  






vodnih bolh po 
24 h [%] 
0,5 -0,30 5 
1,5 0,18 50 
2 0,30 65 
2,5 0,40 90 
 
 
Graf 1: Graf za določanje 24hEC50 za K2Cr2O7: inhibicija gibljivosti vodnih bolh po 24 
h v odvisnosti od logC. 
Izračun EC50 iz grafa 1: 
Pri 50 % inhibiciji je logC = (50 – 36,296)/112,91 = 0,1214 
Koncentracija K2Cr2O7 = 100,1214 = 1,3 mg/L = 24hEC50 
Po ISO standardu 6341 so vodne bolhe primerne za testiranje strupenosti, če je 24hEC50 
za referenčno snov K2Cr2O7 med 0,6 in 2,1 mg/L. Inhibicija gibljivosti v slepi raztopini 
mora biti manjša od 10 % [45]. V eksperimentalnem delu smo določili 24hEC50 1,3 
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mg/L, inhibicija gibljivosti v slepi je bila 0 %. S tem smo potrdili, da so vodne bolhe 




Vodne bolhe so bile izpostavljene različnim koncentracijam vankomicina, ki smo jih 
pripravili z OECD medijem. Test smo izvajali v petrijevkah, v vsaki je bilo na začetku 
10 živih vodnih bolh. Za vsako koncentracijo smo imeli dve paralelki. Po 24 in 48 h 
smo prešteli število gibnih vodnih bolh v petrijevkah (poglavje 3.4.3.). V preglednici 10 
so podani povprečni rezultati obeh petrijevk, ki so izraženi kot inhibicija gibljivosti 
vodnih bolh po 24 in 48 h.  











po 48 h [%] 
Slepa raztopina 0 10 
100 0 5 
200 5 10 
400 0 0 
600 5 10 
800 15 40 
1200 5 35 
1600 0 60 
1900 0 65 
2500 0 90 
2800 15 100 
 
Inhibicija gibljivosti v slepi raztopini je bila po 24 h 0 % in po 48 h 10 %. Tudi tukaj se 
je, kot smo pričakovali povečevala inhibicija gibljivosti vodnih bolh z višanjem 
koncentracije vankomicina.  
Za določitev točke EC50 po 48 h smo uporabili podatke strupenostnega testa s 















vodnih bolh po 
48 h [%] 
600 2,78 10 
800 2,9 40 
1600 3,2 60 
1900 3,28 65 
2500 3,40 90 
 
 
Graf 2: Graf za določanje 48hEC50 za vankomicin: inhibicija gibljivosti vodnih bolh po 
48 h v odvisnosti od logC. 
Izračun EC50 iz grafa 2: 
Pri 50 % inhibiciji je logC= (50+291,84)/110,82 = 3,0846 











































Eksperimentalno pridobljeno EC50 smo primerjali z drugimi viri. LC50 za vodne bolhe 
(Daphnia spp.) so drugi raziskovalci določili od 264 mg/L do 1000 mg/L pri 48 h in 96 
h [46]. Za vodne bolhe Daphnia magna so določili 48hEC50 = 686,9 mg/L [47] in 
48hLC50 > 1500 mg/L [48]. Ugotovili smo, da je dobljena 48hEC50 primerljiva z 








































4.2. Fentonova oksidacija vankomicina 
 
Izvajali smo Fentonovo oksidacijo 200 mL raztopine vankomicina s koncentracijo 400 
mg/L (začetna raztopina). Vsi vzorci so bili narejeni po istem postopku, spreminjali smo 
le volumen dodanega 30 % vodikovega peroksida. Od vzorca 1 do vzorca 7 se je 
množina dodanega vodikovega peroksida povečevala od 4,9 do 117,5 mmol. 
Koncentracija dodanega katalizatorja Fe(II) je bila 100 g/L (poglavje 3.2. in preglednica 
2). 
Po končani Fentonovi oksidaciji, po eni uri, smo z indikatorskim papirjem izmerili 
koncentracijo vodikovega peroksida ter pH. Vrednosti pH so bile vedno 2, koncentracija 
vodikovega peroksida je bila pri vseh vzorcih 25 mg/L (izjema je bil le vzorec 1, kjer je 
bila koncentracija samo 10 mg/L). 
Vzorcem smo po končanem procesu določili KPK in TOC. Rezultati so zbrani na grafu 
3 in grafu 4. V preglednici 12 je izračunan učinek čiščenja (%čiščenja) na KPK in TOC.  








Začetna raztopina 0 0 
1 49 70 
2 49 78 
3 51 83 
4 47 77 
5 37 69 
6 42 79 
7 53 79 
 
Primerjanje teoretičnih in eksperimentalnih rezultatov KPK in TOC za raztopino 
vankomicina s koncentracijo 400 mg/L:  
• Teoretični KPK za vankomicin = 1,7 g O2/g 
• Teoretični KPK za 400 mg/L vankomicina = 





= 680 mg/L 
Teoretični KPK za koncentracijo 400 mg/L vankomicina je 680 mg/L, eksperimentalno 
izmerjen pa 496 mg/L, kar se ne ujema najbolje. To je lahko posledica eksperimentalne 
napake ali nepopolne oksidacije vankomicina med določanjem KPK.  
 





• Teoretični TOC za vankomicin = 0,56 g C/g 
• Teoretični TOC za 400 mg/L vankomicina = 





= 224 mg/L 
Teoretični TOC za koncentracijo 400 mg/L vankomicina je 224 mg/L, eksperimentalno 
izmerjen pa 199 mg/L. Ujemanje je boljše, kot pri KPK, kar je posledice večje 
natančnosti analitske metode.  
Graf 3 in graf 4 prikazujeta, kako se TOC in KPK vzorcev spreminjata pri različnih 
množinah vodikovega peroksida. Na obeh grafih je dodana tudi vrednost TOC oziroma 
KPK začetne raztopine (oziroma modelna farmacevtska učinkovina – raztopina 
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Graf 4: KPK v odvisnosti od množine vodikovega peroksida. 
Vsem vzorcem sta se znižala parametra TOC in KPK. TOC se glede na različne 
množine vodikovega peroksida ni preveč spreminjal, kot je razvidno tudi iz grafa 3. 
Najbolj se je znižal vzorcema 3 in 7. Pri vzorcu 3, ko je bila množina H2O2 19,6 mmol, 
se je znižal iz 199 mg/L na 97 mg/L, pri vzorcu 7 (množina H2O2 je bila 117,5 mmol) 
pa na 95 mg/L. Učinek čiščenja na TOC pri vzorcu 3 je bil 51 % in 53 % za vzorec 7. 
Pri tema vzorcema se je najbolj znižal tudi KPK, kot se opazi tudi iz grafa 4. Pri vzorcu 
3 iz 496 mg/L na 84 mg/L in pri vzorcu 6 in 7 na 105 mg/L. Najboljši učinek čiščenja 
na KPK je bil dosežen pri vzorcu 3, in sicer 83 %. Učinek čiščenja na KPK je bil enak 
pri vzorcih 6 in 7, znašal je 79 %. 
Obstaja veliko raziskav, ko se je Fentonova oksidacija izkazala za učinkovito metodo 
odstranjevanja antibiotikov iz vodnih raztopin. Dehghani in sodelavci [49] so s 
Fentonovo oksidacijo uspešno odstranili antibiotik sulfameksazol (SMX). Antibiotik 
SMX je en najpogosteje najdenih sulfamidov v komunalni odpadni vodi. Lahko ostane 
v okolju več kot eno leto in lahko, tako kot vankomicin, povzroči problem razvoja 
odpornosti bakterij na antibiotike. Raziskovalci so spremljali razgradnjo antibiotika pri 
različnih pH, različnih molarnih razmerjih [H2O2]/[Fe2+] in različnih reakcijskih časih. 
Proces so vodili pri popolnem pomešanju pri temperaturi 25 ± 2 °C. Za optimalne 
parametre so se izkazali: molarno razmerje [H2O2]/[Fe
2+] = 1,5, pH = 4,5 in reakcijski 
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za 64,7 - 70,7 %. Pod optimalnimi pogoji so uspešno odstranili antibiotik, vendar  niso 
dosegli popolne mineralizacije. 
V preglednici 13 so zbrani povprečni rezultati strupenostnih testov z vodnimi bolhami 
Daphnia magna po Fentonovi oksidaciji. Strupenostne teste smo izvajali v 
mikrotiterskih ploščah s 50 % redčenjem (50 % vzorca + 50 % medija za vodne bolhe 
M4). Teste smo izvajali 48 h v dveh paralelkah. V vsaki paralelki je bilo na začetku 10 
živih oziroma gibnih vodnih bolh (poglavje 3.4.3.). Zraven so zbrani tudi rezultati za 
začetno raztopino vankomicina – raztopina vankomicina s koncentracijo 400 mg/L. 
Preglednica 13: Rezultati strupenostnih testov za vzorce po Fentonovi oksidaciji: 
število vodnih bolh po 24 h in 48 h  
 
Št. vodnih bolh po 
24 h [/] 
Št. vodnih bolh po 
48 h [/] 
Vzorec Gibnih Negibnih Gibnih Negibnih 
Slepa raztopina 10 0 10 1 
Začetna raztopina 10 0 10 0 
1 2 8 0 10 
2 4 6 1 9 
3 4 7 0 10 
4 8 2 4 6 
5 10 1 8 2 
6 10 0 9 1 




















Graf 5: Inhibicija gibljivosti vodnih bolh po 48 h v odvisnosti od množine vodikovega 
peroksida.  
Osnovna raztopina vankomicina (400 mg/L) ne povzroča inhibicije gibljivosti vodnih 
bolh. Po Fentonovi oksidaciji z nizkimi množinami vodikovega peroksida se pokaže 
visoka strupenost, kar je verjetno posledica nastajanja strupenih med-produktov pri 
oksidaciji. Vendar pa se inhibicija gibljivosti vodnih bolh znižuje ob višjih množinah 
vodikovega peroksida, kot lahko opazimo iz grafa 5. Pri vzorcema 1 in 3 je inhibicija 
gibljivosti vodnih bolh po 48 h 100 %, pri vzorcu 7 pa le 5 %. Torej, vzorci po 
Fentonovi oksidaciji so manj strupeni ob višjih množinah vodikovega peroksida.  
Raziskovalci Berto in sodelavci [50] so s Fentonovo oksidacijo odstranjevali antibiotike 
iz bolnišnične odpadne vode in spremljali njeno strupenost. Namen študije je bil 
ovrednotiti strupenost bolnišnične odpadne vode po kombiniranem procesu biološke 
razgradnje in Fentonove oksidacije. Proces Fentonove oksidacije so izvajali pri pH 3,8 z 
enakimi dodatki železovih ionov in vodikovega peroksida ter z različnimi reakcijskimi 
časi. Dobljenim vzorcem so določili KPK in BPK5 ter naredili akutne strupenostne teste 
z vodnimi bolhami Daphnia magna in zelenimi algami Scenedesmus subspicatus.  
Ugotovili so, da se po 120 min Fentonove oksidacije BPK5 zmanjša za 90,6 % in KPK 
za 91,0 %. Strupenostni testi so pokazali pomembno zmanjšanje strupenosti po tema 
zaporednima procesoma. Uporaba kombinacije obeh procesov zagotavlja visoko 
kvaliteto očiščenih odpadnih vod.  
V članku, ki so ga napisali Lofrano in sodelavci [51] so v eksperimentalnem delu 
odstranjevali vankomicin B hidroklorid (VAN-B) s fotokatalizo. Reakcijo so izvajali pri 
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koncentracijo VAN-B in produkcijo amonijaka ter klorida kot funkcijo obsevalnega 
časa. Vodni raztopini vankomicina s koncentracijo 50 mg/L so dodali 0,1 in 0,2 g/L 
TiO2 pri pH 5,5. Po 120 min oksidacije s fotokatalizo pri sobni temperaturi so dobili 
maksimalno koncentracijo N-NH3 2,45 mg/L pri dodatku 0,1 g/L TiO2 in 2,53 mg/L N-
NH3 pri dodatku 0,2 g/L TiO2. S kroničnimi in akutnimi testi so ocenili strupenost 
produktov oksidacije. Uporabili so naslednje organizme: Daphnia magna, 
Pseudokirchneriella subcapitata in Ceriodaphnia dubia. Ugotovili so, da se strupenost 
spreminja med oksidacijo, zaradi tvorbe med-produktov, ki so bolj strupeni kot VAN-B. 
Čeprav se je po 120 min obsevanja odstranil skoraj ves VAN-B so s kroničnimi testi 
ugotovili pomembno povečanje strupenosti.  
Raziskovalci Trovó in sodelavci [52] so s foto-Fentonovo oksidacijo ugotavljali vpliv 
na odstranjevanje amoksiklina (AMX), nastanek med-produktov in strupenost. 
Primerjali so razgradnjo AMX s kalijevim železovim oksalatom (FeOx) in FeSO4. Po 5 
minutah je potekla popolna oksidacija AMX z FeOx, z FeSO4 pa po 15 minutah. 
Popolne mineralizacije niso dosegli. Z uporabo FeOx se je odstranilo 81 % TOC, z 
FeSO4 pa 73 % TOC po 240 min. Strupenostni testi z vodnimi bolhami Daphnia magna 
so pokazali, da se strupenost po 90 min zmanjša iz 65 na 5 % v primeru uporabe FeSO4. 
Po 150 min se strupenost ponovno poveča na 100 %, to nakazuje na nastanek med-
produktov, ki so bolj strupeni kot AMX. Po 240 min se strupenost zmanjša na 45 %. 
Inhibicija gibljivosti pri uporabi FeOx je variirala med 95 in 70 %, medtem ko je bila v 
kontroli (samo v prisotnosti  FeOx) 100 %. Najverjetneje zaradi prisotnosti oksalata, ki 
je strupen za vodne bolhe. 
V eni izmed študij so ugotavljali učinek Fentonove in foto-Fentonove oksidacije na 
strupenost in biorazgradljivost antibiotika prokain penicilin G (PPG). Optimalni pogoji 
za najboljšo zmanjšanje KPK in TOC so bili: [Fe3+ ] = 1,5 mM, [H2O2] = 25 mM, pH = 
3 in reakcijski čas 30 min. V tem primeru, se je s Fentonovo oksidacijo odstranilo 44 % 
KPK in 35 % TOC, s foto-Fentonovo oksidacijo pa 56 % KPK in 42 % TOC.  Z 
akutnimi testi z vodnimi bolhami Daphnia magna so ugotovili, da tako obdelana PPG 
odpadna voda ni več strupena in ne povzroči nobene inhibicije aktivnega blata [53]. 
Za opisane študije se je Fentonova oksidacija pogosto izkazala za uporaben proces. 
KPK in TOC sta se tudi v našem eksperimentalnem delu zniževala podobno, kot pri 
zgoraj opisanih študijah. S strupenostnimi testi so v večini študij ugotovili, da nastanejo 
strupeni med-produkti med Fentonovo oksidacijo, vendar pa po oksidaciji dosežejo 
sprejemljivo strupenost. Tudi mi smo po Fentonovi oksidaciji dobili nestrupene vzorce, 
nismo pa spremljali, kaj se dogaja s strupenostjo med potekom Fentonove oksidacije. 
Potrebno bi bilo narediti še strupenostne teste pri različnih reakcijskih časih Fentonove 
oksidacije, da bi tudi mi lahko določili strupenost med samim procesom.  
 





4.2. Kontinuirna ozonacija vankomicina  
 
Izvajali smo kontinuirno ozonacijo raztopine vankomicina s koncentracijo 400 mg/L. 
Na ozonatorju smo nastavili parametre tako, da smo dobili pretok ozona 30 L/h. Pretok 
ozona je bil vedno enak, spremljali smo, kako čas ozonacije vpliva na spremembo TOC, 
KPK in strupenost vzorcev. Pri časih med 30 in 210 min smo odvzemali vzorce, dobili 
smo 6 vzorcev (višja številka vzorca pomeni daljši čas ozonacije oziroma višjo dozo 
ozona) (poglavje 3.3. in preglednica 3).  
Raztopina vankomicina s koncentracijo 400 mg/L je bila brezbarvna. Po pričetku 
ozonacije je raztopina porumenela, čez čas je postala spet brezbarvna. Na sliki 12 so 
vzorci po ozonaciji pri različnih zadrževalnih časih pri katerih se lepo vidi izginevanje 
porumenelosti z daljšanjem zadrževalnega časa.   
 
 Slika 12: Vzorci po ozonaciji z zadrževalnimi časi: 30 min, 60 min in 120 min (od leve 













Po končani ozonaciji smo vzorcem uravnali pH z raztopino natrijevega hidroksida, kot 
je prikazano v preglednici 14. Brez uravnave pH bi bili vzorci strupeni za vodne bolhe 
zaradi prenizkega pH.  
Preglednica 14: pH vzorcev pred in po dodatku raztopine natrijevega hidroksida 
Vzorec 
pH po ozonaciji 
(pred uravnavo) [/] 
pH po dodatku 
raztopine NaOH 
(po uravnavi) [/] 
8 3,3 8,4 
9 3,1 7,6 
10 2,9 7,2 
11 3,1 8,4 
12 3,1 8,7 
13 3,0 8,7 
 
Na grafu 6 in 7 so zbrani rezultati TOC in KPK analiz vzorcev po ozonaciji. Zraven sta 
dodani tudi meritvi TOC in KPK začetne raztopine – raztopina vankomicina s 
koncentracijo 400 mg/L. V preglednici 15 so izračunani učinki čiščenja na TOC in KPK 
za vzorce po ozonaciji. 








8 15 24 
9 20 48 
10 26 51 
11 52 32 
12 58 50 
13 56 71 
 
Graf 6 in graf 7 prikazujeta, kako se TOC in KPK vzorcev spreminjata pri različnih 












Graf 6: TOC v odvisnosti od doze ozona. 
 
 
Graf 7: KPK v odvisnosti od doze ozona. 
 
Po ozonaciji sta se TOC in KPK znižala za vse vzorce. Iz grafa 6 vidimo, da se TOC 
zmanjšuje z višjo dozo ozona, kot je pričakovano. Vidimo, da ima vzorec 8, z dozo 
ozona 1,5 g, TOC 170 mg/L. Medtem, ko ima vzorec 13, katerega doza ozona je 10,5 g, 




































vzorcu 12 je bila doza ozona 9 g, pri tem se je TOC znižal iz 199 mg/L (začetna 
raztopina) na 84 mg/L. Tudi KPK se za vse vzorce, razen za vzorec 11, zmanjšuje z 
višjo dozo ozona, kot je razvidno tudi iz grafa 7. Vzorec 8 ima učinek čiščenja na KPK 
24 %, vzorec 13 pa 71 %. Vzorec 13 ima najnižjo KPK vrednost, KPK se mu je znižal 
iz 496 mg/L (začetna raztopina) na 145 mg/L.  
V preglednici 16 so zbrani rezultati strupenostnih testov po ozonaciji ter začetne 
raztopine vankomicina. Testi so bili narejeni z vzorci pri katerih je bil uravnan pH z 
NaOH. Teste smo naredili po istem postopku, kot za vzorce po Fentonovi oksidaciji 
(poglavje 3.4.3.). 









po 48 h [%] 
Slepa raztopina 0 0 
Začetna raztopina 0 0 
8 0 0 
9 5 5 
10 0 0 
11 0 5 
12 0 0 
13 0 5 
 
Pri strupenostnih testih smo želeli ugotoviti, kako čas ozonacije oziroma doza ozona 
vpliva na strupenost. Ugotovili smo, da so bili vsi vzorci nestrupeni za vodne bolhe. Pri 
vzorcih 9, 11 in 13 je bila inhibicija gibljivosti po 48 h 5 %, vendar se tudi ti vzorci 
označijo kot nestrupeni. Standard namreč dovoljuje 10 % inhibicijo gibljivosti tudi v 
slepem vzorcu. Pri ostalih vzorcih (vzorcih 8, 10 in 12) inhibicije gibljivosti sploh ni 
bilo.  
Feng in sodelavci [54] so raziskovali hitro odstranjevanje antibiotika flumequine (FLU) 
iz vodne raztopine z ozonacijo. Raziskovali so, kako nekateri parametri (pH raztopine, 
dodatek anorganskih ionov, dodatek raztopljenih organskih snovi in dodatek tert-butil 
alkohola) vplivajo na učinkovitost ozonacije in določevali strupenost tako obdelanih 
vzorcev. Za strupenostne teste so uporabili vodne bolhe Daphnia magna in 
luminiscenčne bakterije Photobacterium phosphoreum. Za ozonacijo 20 mg/L FLU 
raztopine so uporabljali pol-šaržni reaktorski sistem, z vhodno koncentracijo ozona v 
plinski fazi 141 mg/L. Spremljali so strupenost vzorcev med 6 min ozonacijo. 20 mg/L 
FLU je povzročilo 43 % smrtnost pri vodnih bolhah in 74 % inhibicijo za 
Photobacterium phosphoreu. Opazili so, da strupenost za Daphnia magna pomembno 





naraste pri 4 min in 6 min s primerjavo strupenosti pri 3 min. Po koncu ozonacije se je 
strupenost znižala za Daphnia magna (10 %) in Photobacterium phosphoreum (23 %). 
Gomet-Ramoz in sodelavci [55] so izvajali ozonacijo vodne raztopine antibiotika 
sulfameksazol (SMX) ter spremljali strupenost oksidirane raztopine. Ozonacija je 
potekala pri pH 2 in 8 v pol-šaržnem reaktorskem sitemu. Izvajali so akutne 
strupenostne teste z vodnimi bolhami Daphnia magna in zelenimi algami 
Pseudokirchneriella subcapitata. Do popolne odstranitve antibiotika je prišlo pri dozi 
ozona 0,2 mM ne glede na pH. Testi so pokazali, da se tvorijo strupeni med-produkti 
med začetnimi fazami ozonacije. Strupenostni testi z Pseudokirchneriella subcapitata 
kažejo na povišano strupenost za koncentracijo ozona med 0,02 in 0,05 mM, pri pH 8 
tudi do 90 % inhibicije rasti. Pri dozi ozona 0,2 mM se sicer inhibicija rasti zniža, 
vendar se še vedno opazi pomembna povišanost strupenosti za Pseudokirchneriella 
subcapitata. Rezultati za Daphnia magna so zelo podobni za pH 2 in 8 pri dozi ozona 
0,2 mM, in sicer 50 % inhibicija gibljivosti. Po popolni odstranitvi SMX so ocenili 
sprejemljivo strupenost za  Daphnia magna.  
Arslan-Alaton in Caglayan [56] sta raziskovala ozonacijo (O3) in pred-ozonacijo 
(H2O2/O3) za pred-čiščenje odpadne vode, ki je vsebovala antibiotik prokain penicilin G 
(PPG). Preučevala sta biorazgradljivost in strupenost tako obdelane odpadne vode. 
Ozonacijo sta izvajala eno uro v pol-šaržnem reaktorju s pretokom ozona 1440 mg/h. 
Začetna raztopina PPG je imela KPK 600 mg/L in BPK5 48 mg/L. Z vodnimi bolhami 
Daphnia magna sta določila strupenost ne obdelane, kisle (pri pH = 3), alkalne (pri pH 
= 12), ozonirane in pred-ozonirane PPG odpadne vode. Strupenostni testi so potekali pri 
50 % redčenju, rezultati so bili izraženi kot inhibicija gibljivosti vodnih bolh Daphnia 
magna. Strupenost je opazno narastla pri pred-ozoniranih vzorcih. Inhibicija ozoniranih 
vzorcev je bila 20 % (pri pH = 7 in pH = 12), pred-ozoniranih pa 40 %. Z meritvami 
BPK5 sta želela predhodno oceniti biorazgradljivost vzorcev. Izkazalo se je, da samo 
BPK5 ni ustrezno orodje za napoved dejanske biološke razgradljivosti. Ugotovila sta, da 
ni pomembne povezave med BPK5 in rezultati strupenostnih testov. Odstranitev KPK je 
bila pri pred-ozonaciji 76 %, pri ozonaciji pa 37 % (pri pH = 7) in 51 % (pri pH = 12). 
V zgoraj opisanih študijah so raziskovali ozonacijo antibiotikov ter spremljali kako le-ta 
vpliva na strupenost. Po ozonaciji smo dobili vzorce, ki so bili popolnoma nestrupeni za 
vodne bolhe, tako kot začetna raztopina vankomicina. S tem smo potrdili, da pri 
ozonaciji ne nastajajo strupeni med-produkti. Raziskovalci v študijah so imeli težave s 
strupenostjo pred in med samo ozonacijo. Po procesu ozonacije pa so tudi oni dobili 











V magistrski nalogi smo določali učinkovitost oksidacije vankomicina s Fentonovo 
oksidacijo in ozonacijo. Vzorcem smo po koncu oksidacije izmerili KPK in TOC, 
strupenostne teste smo izvajali z vodnimi bolhami Daphnia magna.  
Po OECD smernicah smo izvedli strupenostne teste s K2Cr2O7, da smo preverili, ali so 
vodne bolhe primerne za akutno testiranje. Določili smo 24hEC50 = 1,3 mg/L, kar je v 
skladu s standardi, zato smo vodne bolhe lahko uporabili za nadaljevanje 
eksperimentalnega dela. Določili smo strupenost vankomicina, ki je bila 48hEC50 = 
1215,1 mg/L. 
Fentonovo oksidacijo smo izvajali s konstantno koncentracijo katalizatorja FeSO4·7H2O 
(100 g/L) in različnimi množinami oziroma dodatki vodikovega peroksida. Reakcijski 
čas je bil pri vseh vzorcih enak in sicer ena ura. Ugotovili smo, da se TOC in KPK nista 
preveč spreminjala glede na različne množine vodikovega peroksida. TOC in KPK sta 
se najbolj znižala vzorcema pri množini H2O2 19,6 mmol ter 117,5 mmol. Pri množini 
119,6 mmol H2O2 je imel vzorec TOC 97 mg/L in KPK 84 mg/L. Vzorec pri množini 
H2O2 117,5 mmol je imel TOC 95 mg/L in KPK 105 mg/L. S strupenostnimi testi smo 
ugotovili, da čeprav je bila začetna koncentracija vankomicina nestrupena, se je 
strupenost po Fentonovi oksidaciji pri nizkih množinah vodikovega peroksida zelo 
povečala. Z večanjem množine vodikovega peroksida se je začela strupenost zniževati.  
Ozonacijo smo izvajali v kontinuirnem reaktorju pri različnih časih. TOC in KPK sta se 
kot pričakovano zniževala z višanjem časa ozonacije oziroma doze ozona. Vzorec z 
dozo ozona 9 g je imel najvišji učinek čiščenja na TOC, in sicer 58 %, njegov TOC je 
bil 84 mg/L. Učinek čiščenja na KPK je bil najvišji pri vzorcu z dozo ozona 10,5 g, 
znašal je 71 %. Njegov KPK je znašal 145 mg/L. Strupenostni testi z vodnimi bolhami 
so pokazali, da vzorci po ozonaciji niso strupeni. Inhibicija gibljivosti je bila ne glede 
na dozo ozona največ 5 %.  
Tako Fentonova oksidacija, kot ozonacija sta se v našem primeru izkazala za učinkovita 
procesa za odstranjevanje vankomicina. Pri Fentonovi oksidaciji je potrebno vedno 
preveriti strupenost po čiščenju, saj se strupenost bistveno spreminja glede na množino 
vodikovega peroksida. Ko pa govorimo o industrijski obdelavi farmacevtskih odpadnih 
vod, pa težko primerjamo oba procesa brez obsežnejše študije. Fentonova oksidacija, ki 
sicer velja za poceni proces, bi se najverjetneje znatno podražila zaradi obdelave 
odpadnega blata. Ozonacija je v splošnem dražji proces, vendar ne bi imeli težav z 
veliko porabo reagentov, ter bi se s tem izognili stroškom odpadnega blata. Da, bi se 
lahko odločili za enega od procesov bi morali narediti bolj obsežno študijo, ki vključuje 
med drugim tudi ekonomske vidike.  
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Priprava reagentov za določanje kemijske potrebe po kisiku: 
• Standardna raztopina kalijevega dikromata s koncentracijo 0,04 mol/L: 80 g 
HgSO4 raztopimo v 800 mL vode in dodamo 100 mL žveplove kisline. 
Raztopino ohladimo in ji dodamo 11,786 g K2Cr2O7, ki ga raztopimo v 
demineralizirani vodi in razredčimo do 1000 mL. Uporabimo K2Cr2O7, ki je bil 
predhodno sušen 2 uri pri 103 °C. 
• Reagent žveplova (VI) kislina (H2SO4/Ag2SO4): v 1000 mL žveplove kisline 
damo 10 g Ag2SO4 ter pustimo stati približno dva dni, da se Ag2SO4 raztopi. 
• Standardna raztopina železovega amonijevega sulfata (FAS) s koncentracijo 
0,12 mol/L: V demineralizirani vodi raztopimo 47 g Fe(NH4)2(SO4)2·6 H2O ter 
dodamo 20 mL koncentrirane H2SO4. Vse skupaj ohladimo in razredčimo do 
1000 mL. Tej raztopini je potrebno dnevno določati molariteto po standardnem 
postopku [21].  
 
 
Skrb za vodne bolhe: 
Vodne bolhe smo gojili v 3 L in 5 L akvariju, kot je prikazano na sliki 13. V manjšem 
akvariju je bilo okrog 30 vodnih bolh, v večjem pa 40 vodnih bolh. Vsak dan smo jih 
hranili z algami Spirulina (v količini: 6 mg na 20 vodnih bolh). Dvakrat na teden smo 
jim kot dodatek k prehrani dodali tudi ribjo hrano, ki smo jo predhodno zdrobili v 
terilnici (v količini: 20 mg na 20 vodnih bolh). Za gojenje vodnih bolh smo uporabljali 
medij M4 (priprava je opisana v nadaljevanju), ki smo ga vedno pripravili vsaj 1 dan 
pred uporabo. Na približno 14 dni smo v obeh akvarijih zamenjali akvarijsko vodo ter ju 
očistili. Novo akvarijsko  vodo za gojenje smo pripravili tako, da smo v akvarij nalili 
1/3 stare akvarijske vode, 1/3 medija M4 in 1/3 Milli-Q vode.  Vsak dan smo iz obeh 
akvarijev odstranili mladiče ter jih zavrgli (razen v primeru, ko smo jih uporabili za 
strupenostne teste). Mladiči porabljajo kisik odraslim vodnih bolham, zato smo jih 
morali sproti odstranjevati. To smo naredili tako, da smo s kapalko polovili vse vodne 
bolhe ter jih dali v čašo z medijem, nato smo celotno akvarijsko vodo prefiltrirali čez 
filter na katerem so ostali mladiči, ki smo jih zavrgli. Nad obema akvarijema je bila 
postavljena akvarijska luč z namenom, da so imele vodne bolhe dovolj svetlobe in 
toplote. Zraven obeh akvarijev smo imeli tudi 1500 mL čašo, ki je služila za gojenje 
mladičev oziroma zalogo vodnih bolh. V primeru, da so vodne bolhe v akvarijih umrle 
smo jih nadomestili z novimi iz čaše z zalogo. V čašo z zalogo smo po potrebi dodajali 
mladiče, ki so sproti dozorevali v odrasle vodne bolhe. Akvarija in čaša so bili pokriti s 
plastično folijo, kot je vidno tudi na sliki 13. Na sliki 14 so odrasle vodne bolhe, ki smo 
jih gojili v akvarijih.  






Slika 13: Akvarija za gojenje vodnih bolh (osebni arhiv). 
 
Slika 14: Vodne bolhe (osebni arhiv). 
Priprava medija M4:  
 
Medij M4 smo pripravili po potrebi, shranjen je bil v laboratoriju na temnem pri 
približno 21 °C. Za pripravo medija smo potrebovali naslednje osnovne raztopine, ki so 
bile shranjene v hladilniku pri 4 °C.  
 
Osnovne raztopine za pripravo medija M4:  
• Raztopina 1.1.: raztopina CaCl2 
               73,52 g/L CaCl2·2H2O 





• Raztopina 1.2.: raztopina MgSO4·7H2O 
               123,3 g/L MgSO4·7H2O 
• Raztopina 1.3.: raztopina KCl 
              5,8 g/L KCl 
• Raztopina 1.4.: raztopina NaHCO3 
              64,8 g/L NaHCO3 
• Raztopina 2.1.: raztopina kationov 
V 250 mL Milli-Q vode dodamo: 
- 900 mg MnCl2·4H2O 
- 765 mg LiCl 
- 177,5 mg RbCl 
- 380 mg SrCl2·6H2O 
- 40 mg CuCl2·2H2O 
- 32,5 mg ZnCl2 
- 25 mg CoCl2·6H2O 
• Raztopina 2.2.: raztopina anionov 
    V 250 mL Milli-Q vode dodamo:  
- 137 mg NaNO3 
- 1429,74 mg H3BO3 
- 8 mg NaBr 
- 31,5 mg Na2MoO4·2H2O 
- 1,625 mg KJ 
- 1,095 mg Na2SeO3 
- 0,288 mg NH3VO3 
• Raztopina 2.3.: silikatna raztopina 
            21,475 mg/L Na2SiO3 
• Raztopina 2.4.: Fe/EDTA raztopina 
 Ločeno pripravimo dve raztopini: 
1. V 125 mL Milli-Q vode dodamo 125 mg Na2EDTA·2H2O 
2. V 125 mL Milli-Q vode dodamo 47,5 mg FeSO4·7H2O 
 Obe raztopini zmešamo skupaj, dobimo 250 mL raztopimo, ki jo damo takoj v  
avtoklav za 30 min. 
• Raztopina 2.5.: fosfatna raztopina 
     V 250 mL Milli-Q vode dodamo: 
- 70 mg KH2PO4 
- 47,5 mg K2HPO4 
• Raztopina 2.6.: vitaminska raztopina  
     V 100 mL Milli-Q vode dodamo: 
- 70 mg tiamin hidroklorida (B1) 
- 1 mg cianokobalamina (B12) 
- 0,7 mg biotina (B7) 





Raztopino vitaminov dobro premešamo ter jih po 0,5 mL odpipetiramo v plastične           
viale ter jih damo v zamrzovalnik.  
 
V  5 L stekleno posod odpipetiramo ustrezne volumne osnovnih raztopin po vrstnem 
redu ter z Milli-Q vodo razredčimo do oznake:  
 
- 20 mL raztopine 1.1. 
- 5 mL raztopine 1.2. 
- 5 mL raztopine 1.3. 
- 5 mL raztopine 1.4. 
- 0,5 mL raztopine 2.1. 
- 2,5 mL raztopine 2.2. 
- 1 mL raztopine 2.3. 
- 25 mL raztopine 2.4. 
- 2,5 mL raztopine 2.5. 
- 0,5 mL raztopine 2.6. 
Medij je po pripravi stal na temnem en dan, nato smo ga testirali, da smo preverili ali je 
primeren za uporabo. Test smo naredili v 200 mL čaši v katero smo dali 10 vodnih bolh 
ter naslednji dan preverili, ali so vodne bolhe še žive. V primeru, da so bile vse vodne 
bolhe žive je bil medij primeren za uporabo [57]. 
  
 
 
 
